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Resumen
Resumen
En el presente trabajo de tesis se ha abordado el estudio del proceso de
transmisión de los potyvirus por pulgones centrándonos en dos proteínas ‘virales
implicadas en dicho proceso: la proteína de la cápsida (GP) y el factor de
adquisición (HG).
Se han analizado las secuencias que codffican la Gp y el HC de dos aislados
españoles del potyvirus denominado virus de la Sharka o Fluir Fox Virus (FF17),
obtenidos de muestras de campo y designados como FF17 5.15 y FF17 3.3. El
aislado FF17 3.3 se caracteriza por su ausencia de transmisión por pulgones así
como por poseer una GP alterada. Esta GP presenta una deleción de quince
aminoácidos en su extremo amino terminal, deleción que afecta a un motivo DAG
altamente conservado en potyvirus mediante el cual parece ocurrir una unión CF-
HG imprescindible para que tenga lugar la transmisión del virus por pulgones.
Trabajos previos con FF17 3.3 y experimentos actuales con otro aislado de
similares características (FF17 R3-NAT) demuestran que estos virus son
transmitidos por pulgones en ensayos in vitro en los que el pulgón se alimenta de
una solución que contiene virus purificado junto con un HC funcional de otro
potyvirus, el virus Y de la patata (FVY). Estos resultados demuestran la
interacción CF-HG heterólogo en condiciones in vitro posibilitando la transmisión.
Recientemente se ha podido comprobar la interacción de GP de FF17 3.3 así
como de FF17 5.15 con HG purificado de ambos aislados mediante experimentos
en los que la GP de FF17 se encuentra “adherida” a una membrana de
nitrocelulosa que es incubada con una solución de HG de FF17 purificado de FF17.
Por tanto, la GP de FF17 3.3 es capaz de unirse iii vitro a HG purfficado
heterólogo así como al homólogo, de modo que la falta de transmisión por
pulgones de este aislado debería buscarse en otro aspecto. En este sentido hay que
tener en cuenta que en el proceso de transmisión el HG se une no sólo a la GP del
virus, sino también al estilete del pulgón, de modo que podría ocurrir que el HG
de FF17 3.3 tuviese alguna alteración que no permitiera dicha unión. El análisis de
la secuencia del HG de FF17 3.3 así como de FF17 5.15 ha puesto de manifiesto una
alta heterogeneidad poblacional de secuencia para ambos aislados. El efecto de
estos resultados sobre la actividad de transmisión del HG de FF17 3.3 es discutido
en el trabajo.
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Resumen
En la línea de estudio de la transmisión heteróloga en potyvirus se
realizaron quimeras del genoma de un aislado de PPV (PFV Ránkovik) en donde
se sustituyó la región codfficadora del HG por la correspondiente de los aislados
PVY DAT (transmisible por pulgones) y FVY ONAT (no transmisible). Las
construcciones, designadas como pQ-OAT y pQ-ONAT, resultaron infectivas en
planta si bien su transmisión por pulgones fue negativa. Por tanto el HG de PVY
en un contexto de genoma de FF17 es capaz de realizar todas las funciones que
posibilitan la infección viral, como son la replicación, el movimiento a larga
distancia, la expresión de síntomas o el procesamiento de la poliproteina viral,
pero no puede llevar a cabo la transmisión de los virus quiméricos. Las causas de
este comportamiento diferente del HG de PVY con respecto a la transmisión de
PPV dependiendo de si interviene en el proceso como una proteína purfficada o
como parte integrante del genoma viral de FF17 son discutidas en esta tesis.
Por otra parte, se ha conseguido por primera vez la purificación parcial del
HG de FF17 gracias a la obtención previa de anticuerpos policlonales frente a esta
proteína que nos han permitido el seguimiento de la misma durante el proceso de
purfficación. Tanto el HG purificado de PPV como los anticuerpos policlonales
posibilitaron los citados experimentos de interacción GP-HG de FF17.
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FVY Virus Y de la patata (Fotato virus Y)
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TVMV Virus del moteado de las venas del tabaco (Tovaco vein motile virus)
ZYMV Virus del mosaico amarillo del calabacín (Zucchini yellow mosaic virus)
Familia Bromoviridae, género Potexvirus
PAMV Virus del mosaico aucuba de la patata (Potato aucuba mosaic virus>
FVX Virus X de la patata (Potato virus X)
Familia Togaviridae, género Tobamovirus
TMV Virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus)
Familia Papovaviridae, género Caulimovirus
GaMV Virus del mosaico de la coliflor (Gauliflower mosaic virus)
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(5’> U
U UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys U
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UUA Lea UCA Ser UAA Ter UGA Ter A
UUG Leu UCG Ser UAG Ter UGG Trp G
C CUU Lea CCU Pro CAU His CGU Arg U
CISC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C
CISA Leu CCA Pro CAA Gin CGA Arg A
CUG Lea CCG Pro CAG Gín CGG Arg G
A AUU ile ACU Thr AAU Asti AGU Ser U
AUC ile ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
AUA Ile ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
G GUIS Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
GUC Val GCC Ata GAC Asp GGC Gly C
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
CISC Val GCG Ala GAG GIu GGG Gly G
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1. LOS POTYVIRUS
Los potyvirus deben su nombre a su miembro tipo, el virus Y de la patata,
en inglés “Potato virus Y” (FVY) y forman el mayor de los 34 grupos o familias de
virus de plantas descritos hasta la fecha, conteniendo al menos 180 miembros
entre definitivos y posibles, lo cual representa el 30% de los virus de plantas
conocidos (Ward y Shukla, 1991).
La familia Potyviridae agrupa varios géneros que se diferencian entre sí
prmcipalmente por su modo de transmisión en la naturaleza. El género Potyvirus
se integra por virus transmitidos por pulgones, los Bymovirus se transmiten por
hongos y los Rymovirus por ácaros. Otros dos géneros se han propuesto como
pertenecientes a esta familia: el género Ipomovirus (Barnett, 1991 y 1992) y los
Macluravirus (Mowat et al., 1991; Badge et al., 1997) transmitidos por mosca blanca
y pulgones, respectivamente.
Una característica común a todos los miembros de la familia Potyviridae es
la capacidad de inducir en las células del huésped la aparición de inclusiones
citoplasmáticas cilíndricas que en sección transversal semejan aspas de molino
(“pinwheels”) (Rubio Huertos y López-Abella, 1966; Hollings y Brunt, 1981) y
cuya variable morfología tiene importancia taxonómica (Edwardson, 1992). En
algunos miembros de la familia se han descrito además otros tipos de inclusiones,
como las amorfas del citoplasma o las cristalinas del núcleo (Ghristie y
Edwardson, 1977; Rubio-Huertos, 1978), cuya presencia y morfología son también
criterios de clasificación para los miembros de esta familia (Edwardson, 1992).
Todos los potyvirus presentan partículas virales alargadas y flexuosas, con
un tamaño que oscila entre 600 y 950 mn de longitud y 12 a 115 de diámetro. La
partícula se compone por una molécula de ARN monocatenario de unas 10 Kb y
polaridad positiva rodeada por unas 2.000 copias de la proteína de la cápsida
(GP) (Riechmann et al., 1992), con excepción de los bymovirus que presentan un
genoma dividido en dos fragmentos (Edwarson,1992). El ARN lleva unida
covalentemente una proteína VFg en su extremo 5’ (Hari, 1981; Siaw et al., 1985;
Riechinann et al. 1989 y 1992; Murphy et al., 1990) y una cola de poliadenina en el
3’ (Han et al., 1979) (figura 1). La expresión genómica implica la síntesis de una
poliproteina que posteriormente se autoprocesa para dar lugar a los productos
virales (Riechmann et al., 1992).
Las características de estructura así como de organización y expresión
genómica de los potyvirus son muy similares a las de los picornavirus de
animales. Esto ha hecho que la familia Potyviridae se incluya dentro del
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procesarse que otros, pudiendo ocurrir que algunos de estos precusores tuvieran
funciones diferentes a las de sus productos finales (Dougherty et al., 1989;
Dougherty y Parks, 1989). También podría ser que los potyvirus tuvieran un
sistema de control de expresión de productos génicos basado en procesamiento
diferencial de los intermediarios (Dougherty et al., 1989).
Pl-Pro. Esta proteína de 28 a 34 kDa fue detectada in vivo en plantas de
tabaco infectadas por el virus de las venas moteadas del tabaco (TVMY)
(Rodríguez-Gerezo y Shaw, 1991>. Presenta actividad proteasa en su extremo
carboxio que cataliza su separación del resto de la poliproteina, pudiendo estar
implicado en este proceso algún cofactor de la planta (Mavanlkal y Rhoads, 1991;
Verchot et al., 1991, 1992).
Se ha propuesto que la proteína Pl podría estar involucrada en el
movimiento de virus célula a célula (Domier eL al., 1987; Riechmanri eL al., 1992;
Brantley y Hunt, 1993), si bien otros trabajos sugieren para Fi un papel como
factor accesorio en la estimulación de la amplificación genómica (Verchot y
Garrington, 1995). Recientemente se la ha encontrado asociada a las inclusiones
citoplásmicas formadas por la proteína GI (Arbatova et al., 1998).
HG-Pro. El factor de transmisión o componente “helper” es una proteína
multifuncional de 48 a 58 kDa que se ha sugerido podría formar depósitos
insolubles en el citoplasma de la célula infectada, dando lugar a las inclusiones
amorfas que inducen algunos potyvirus (De Mejía et al, 1985; Baunoch eL al., 1990).
El factor HG-Pro presenta en su región carboxio un dominio tiol-proteasa
que le confiere capacidad autoproteolítica (Carrington eL al., 1989a; Oh y
Garrington, 1989>. En su región amino se ha descrito un posible lugar de
glicosilación (Lain eL al., 1989> así como una región rica en residuos de Gys que
podría formar estructuras similares a los denominados dedos de zinc (Robaglia eL
al., 1989) a los que se atribuye un papel funcional (Berg, 1990).
La proteína HG-Pro interviene en el proceso de transmisión de potyvirus
por pulgones en la naturaleza, siendo esta su función más estudiada (Mala eL al,
1996). Otros procesos en los que parece intervenir son la replicación viral (Atreya
eL al., 1992; Atreya y Firone, 1993; Gronin eL al, 1995; Kasschau y Garrington, 1995;
Kasschau eL al., 1997; Andrejeva eL al., 1999>, expresión de síntomas (Atreya eL al.,
1992; Atreya y Firone, 1993; Legavre eL al., 1996), movimiento a larga distancia del
virus en la planta (Gronin eL al., 1995; Kasschau eL al., 1997), movimiento célula a
4
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célula (Rojas eL al., 1997). El factor HG es capaz de interaccionar con ácidos
nucleicos (Maia y Bernardi, 1996; Merits eL al., 1998>, de producir efecto sinérgico y
activación en trans de la replicación de otros virus (Vance eL al., 1995; Pruss eL al.,
1997; SIM eL al., 1997) y de inducir el fenómeno de inhibición del mecanismo de
silenciamiento génico postranscripcional en la planta huésped (Anandalakshnxi eL
al., 1998; Brigneti eL al., 1998; Kasschau y Garrington, 1998).
P3-6K1. La proteína P3 ha sido identificada como una proteína de 37 a 42
kDa, lo cual podría corresponder a las formas P3 y P3-6K1, ya que el
procesamiento entre F3 y 6Ki parece ser poco eficiente (Riechmann eL al., 1992).
La función de estas proteínas no está aún bien determinada; se ha sugerido
que la proteína F3, de secuencia poco conservada, podría actuar como cofactor
durante el procesamiento de la poliproteína (Riechnann eL al., 1992), así como
intervenir en la replicación viral (Rodríguez Cerezo eL al., 1993; Klein eL al., 1994).
El extremo 3’ de P3 es uno de los dos determinantes genéticos responsables del
marchitamiento de plantas de tabasco (Capsicum fruLescens L. var. Tabasco) por la
infección con ‘EV (Ghu eL al., 1997).
El péptido 6K1 no ha sido identificado itt vivo pero su secuencia y posición
en la poliproteína sugieren que podría ser análoga al péptido 2B de picornavirus
(Lain et al., 1989) que está involucrado en el proceso de replicación del ABN viral
(Johnson y Sarnow, 1991).
Proteína de las inclusiones cilíndricas (GO. Esta proteína, de unos 70 kDa,
funciona como ARN helicasa viral (LaS eL al., 1990 y 1991), presentando un
dominio de unión a nucleótidos trifosfato (NTPs) así como actividad NTPasa
(Domier eL al., 1987; Gorbalenya y Koonin, 1989 y 1993; Lain eL ~ff,1989; Garrington
eL al., 1998).
La proteína CI forma inclusiones citoplasmáticas cilíndricas o “pinweels” y
se ha comprobado que interviene en el movimiento célula a célula del virus en la
planta (Garrington eL al., 1998), siendo capaz de asociarse a la membrana
plasmática y plasmodesmos (Lessemann, 1988; Rodríguez Cerezo eL al., 1997;
Roberts eL al., 1998) así como a viriones (Langenberg, 1986>. Esta proteína podría
estar implicada en otras funciones como la unión del complejo de replicación a
membranas celulares (Domier eL al., 1987).
5
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6K2. Este péptido parece ser análogo al péptido 3B de picornavirus, capaz
de unirse a membrana (Giachetti y Semíer, 1991). El hecho de que además se haya
encontrado asociado a fracciones membranosas (Restrepo Hartwig y Garrington,
1993) sugiere que podría intervenir en el anclaje del complejo replicativo a la
membrana (Restrepo Hartwig y Garrington, 1994>.
Proteína “a” de las inclusiones nucleares <Nía’>. Esta proteína, de 49 a 52
kDa, se localiza principalmente en el núcleo de las células, lb cual implica que
contiene señales para su transporte desde el citoplasma (Restrepo eL al., 1990;
Restrepo Hartwig y Garrington, 1992 y 1993; Garrington eL al., 1993). En algunos
potyvirus forma inclusiones nucleares que posiblemente se correspondan con un
depósito del excedente de proteína (Knuhtsen et al, 1974; Dougherty y Hiebert
1980).
La actividad proteolitica de la proteína Ma reside en su extremo carboxio,
mientras que el extremo amino se corresponde con la proteína VPg (Dougherty y
Parks, 1991). La actividad proteasa (tipo serma) procesa la poliproteina viral
actuando en ele y trane con diferente eficiencia sobre los diferentes puntos de corte
especificos, salvo los autoprocesados por FI-Pro y HG-Pro (Garrington y
Dougherty, 1988; Dougherty eL al., 1988 y 1989; García eL al., 1989a y b; Garrington
eta?., 1993; Kim eL al., 1996 y 1998>.
Nía procesa con baja eficiencia (Dougherty y Parks, 1991) su propio
extremo amino, liberando la proteína VPg (22 a 24 kDa). La VPg protege el
extremo 5’ del ARN viral uniéndose a él covalentemente (Murphy eL al., 1990) y
podría estar implicada en el inicio de la replicación viral (Riechmann eL aL, 1992;
Murphy eL al., 1996), transporte subcelular y movimiento a corta y larga distancia
del virus en la planta (Schaad eL al., 1996 y 1997; Nicolas eL al., 1997). Ma
interacciona con la proteína NIb por medio del dominio VPg (Li eL al., 1997),
siendo posible que esta última estimule la actividad ARN polimerasa de la NIb
(Fellers eL al., 1998).
Proteína “b” de las inclusiones nucleares (NIb’>. Proteína de unos 58 kDa,
que al igual que la Ma se dirige al núcleo donde forma depósitos (Li y
Garrington, 1993).
La proteína Nlb interviene en la replicación viral como ARN polimerasa
dependiente de ARN, mostrando una alta homología de secuencia con otras
polimerasas (Domier eL al., 1987; Robaglia eL al., 1989; Hong y Hunt, 1996).
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Proteína de la cávsida (GP’>. Esta proteína, de entre 30 y 37 kDa, consta de
una región central conservada y de extremos amino y carboxilo variables en
longitud y secuencia que se localizan en la superficie de la partícula (Allison et al.,
1985; Dougherty et al., 1985; Shukla eL al., 1988).
La región central está involucrada en la encapsidaciór~ del genoma viral
(Shukla y Ward, 1989), mientras que la región amino terminal resulta esencial para
la transmisión de potyvirus por pulgones (Pirone, 1991; Atreya et al., 1995; Blanc et
al., 1997).
La proteína de la cápsida interviene en el movimiento de virus en la planta
a corta y larga distancia (Dolja eL al., 1994 y 1995; Rojas eL al., 1997; Andersen y
Johansen, 1998; López-Moya y Pirone, 1998). El ARN codificante de la GP parece
que interviene en la replicación viral (Mahajan eL al., 1996; Haldemann Gablil eL al.,
1998).
1.2. TRANSMISIÓN DE POTYVIRUS EN LA NATURALEZA
Los potyvirus, y los virus de plantas en general, son parásitos obligados que
deben transmitirse de un huésped a otro para asegurar su supervivencia. Los
mecanismos que se utilizan para ello se pueden diferenciar según empleen o no un
organismo vector en el proceso. Así, encontramos transmisión sin intervención
de organismos vectores cuando el virus es capaz de propagarse por semillas,
polen, tejidos de propagación vegetativa (bulbos, tubérculos) o heridas en el tejido
vegetal y transmisión por medio de organismos vectores cuando se desarrolla
una asociación especffica vector-virus que posibilita la propagación de este último,
siendo el mecanismo de transmisión más extendido y efectivo.
1.2.1. Transmisión de virus de plantas por organismos vectores
La mayor parte de los organismos vectores son invertebrados, aunque
algunos virus son transmitidos por hongos (de los géneros Olpidium, Pelimixa y
Spongospora) y en ciertas condiciones se puede conseguir infección de virus
empleando bacterias fitopatógenas (Agrobacterium) (Mathews, 1991).
Los invertebrados incluyen los Filos Nematoda y Artropoda. En Nematoda el
orden más importante en transmisión es Dorylaimida. En Artropoda los órdenes a
destacar serían A cari (Glase Arachnida) y Coleoptera, Thysanoptera, HemipLera y
Homoptera (Glase Insecta). Homoptera es el orden cuyas especies pueden transmitir
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mayor número de virus debido a las características de alimentación de sus
miembros.
En el proceso de transmisión existentres etapas diferenciadas: el período de
adquisición el período de tiempo que transcurre hasta que el vector es capaz de
adquirir el virus de la planta en la que se alimenta; el periodo .de latencia seria el
tiempo posterior que se necesita en ocasiones hasta que el vector es capaz de
transmitir el virus. La capacidad de transmitir se mantiene durante el llamado
periodo de retención
.
Siguiendo los criterios de Harris (1991) y Gray (1996) la transmisión puede
ser de tipo circulativo (el virus pasa a la hemolinfa y posteriormente a las
glándulas salivares, liberándose con la saliva.) o no circulativo (cuando se asocia
temporalmente con superficies del interior del tracto digestivo sin cruzar barreras
celulares).
En la transmisión circulativa, durante este recorrido el virus se puede
replicar en el interior del vector (transmisión circulativa y propagativa) o no
(transmisión circulativa no propagativa). En cualquier caso, debido a que los
virus se tienen que translocar dentro del vector, se necesita que transcurra un
período de latencia para que pueda ocurrir la inoculación, lo cual ha hecho que a
este tipo de transmisión se la considere además de tipo persistente
En la transmisión de tipo no circulativo no es necesario un período de
latencia y el vector pierde la capacidad de inoculación tras la muda. La
transmisión no circulativa puede clasificarse en semirersistente y no persistente en
función de la duración de los períodos de adquisición y retención. En la
transmisión semipersistente la eficiencia de la transmisión aumenta al prolongar
los tiempos de adquisición e inoculación y el vector mantiene su capacidad de
transmitir durante horas e incluso días. En la transmisión no persistente la
transmisión se ve favorecida si los tiempos de adquisición son cortos y si ha
habido un ayuno previo. El vector retiene virus en forma infectiva por períodos
cortos, de minutos a horas.
1.2.2. Transmisión de virus de plantas por pulgones
De los 650 virus vegetales entre miembros definitivos y posibles, más de 460
(71%) son transmitidos por insectos y de ellos casi 380 (58%) lo son por especies de
Homoptera. Dentro de Homoptera los pulgones transmiten las tres cuartas partes de
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los virus (Francki eL al., 1991), constituyendo el grupo más importante de vectores
de virus de plantas (Eastop, 1977; Harris, 1991).
El ciclo de vida de los pulgones (Dixon, 1985) incluye un huevo de invierno
que da lugar en primavera a una hembra partenogenética o fundatriz. A partir de
esta hembra surgen sucesivas generaciones de hembras partenogenéticas (ápteras
y aladas) que colonizan las especies huéspedes. El ciclo se puede cerrar con la
aparición de formas sexúparas que generan formas sexuales encargadas de
producir los huevos. En ocasiones las formas partenogenéticas son capaces de
superar la estación desfavorable y el ciclo sólo es completado en determinadas
condiciones ambientales.
Los pulgones disponen de un aparato bucal chupador que incluye el labro,
el labium y un estilete, compuesto por dos mandíbulas y dos maxilas. Al acoplarse
las maxilas determinan un canal alimenticio y un canal salivar (Forbes, 1977). El
pulgón realiza inserciones breves de prueba en la planta, segregando saliva que
rodea al estilete para facilitar su penetración en las células epidérmicas. Si el
alimento fuera el adecuado el pulgón hará penetrar el estilete hasta el floema,
pudiendo permanecer alimentándose largo tiempo (López-Abella y Bradley, 196%
López-Abella eL al., 1988). De este modo el pulgón adquiere el virus de una planta
para posteriormente inocularlo cuando llegue a una nueva planta y repita el
proceso de alimentación (López-Moya y López-Abella, 1996).
1.2.3. Transmisión de potyvirus por pulgones
La transmisión de potyvirus por pulgones es de tipo no circulativo y no
persistente. Esto quiere decir que el pulgón es capaz de adquirir el virus en una
inserción breve, de segundos a minutos, manteniendo la capacidad de transmitirlo
por un tiempo también breve, de minutos a pocas horas, y pudiendo inocularlo
inmediatamente tras la adquisición (Firone, 1991; Gray, 1996). Gomo ya se ha
comentado, en la transmisión intervienen dos proteínas virales, el factor de
transmisión HG y la proteína de la cápsida.
1.2.3.1. El componente “helper” en la transmisión de votyvirus por pulgones
La participación de un componente viral distinto del virión en el proceso de
transmisión de potyvin¡s fue puesta de manifiesto en trabajos con el potyvirus G
de la patata (PVG) y el potexvirus del mosaico aucuba de la patata (PAMV),
ocurriendo que ambos aislados eran incapaces de transmitirse por pulgones a
menos que estuvieran acompañados del potyvirus Y de la patata (PVY) (Kassanis,
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1961) o que los pulgones comieran previamente sobre planta infectada con PVY
(Kassanis y Govier, 1971a). Posteriormente se comprobó que pulgones que se
alimentaban de preparaciones de PVY purificado eran incapaces de transmitir
virus si no se alimentaban previamente sobre hojas infectadas con PVY
desactivado por irradiación con luz ultravioleta (Kassanis y Govier, 1971b).
Parecía existir, por tanto, un factor ayudante HG cuya adquisición debía ocurrir a
la vez o previamente a la de los viriones (Govier y Kassanis, 1974>. Diversos
estudios establecieron la naturaleza proteica (Govier eL al., 1977; Firone, 1977;
Thornbury eL aL, 1985) y origen viral del HG (Hellmann eL al., 1983; Thornbury y
Pirone, 1983), cuya forma activa parece ser un homodímero ( Hellmann et al.,
1983; Thornbury et al., 1985).
En el extremo amino terminal de la proteína aparece una región rica en
cisteínas que se ha postulado que podría unir ciertos iones metálicos formando los
llamados “dedos de zinc”, descritos para otras muchas proteínas no relacionadas
en las que tienen papel funcional importante (Robaglia eL al., 198% Berg, 1990).
Sustituciones de algunos residuos altamente conservados de cisteínas e histidinas
en esta región se traducen en la pérdida de transmisibilidad vital e incluso la
inviabilidad del virus (Atreya y Pirone, 1993; Llave, 1999). Mutantes del TVMV
con una deleción en la porción amino termmal del HG no infectaban planta,
mientras que mutantes de deleción del ‘EV resultaban altamente infectivos, si
bien perdían su capacidad de transmisión por vectores (Dolja eL al., 1992; Blanc eL
al., 1998). Este diferente comportamiento podría deberse a que el extremo amino
del HG estuviese implicado de un modo indirecto en la infectividad viral, que su
secuencia nucleotídica interaccionase con componentes especfficos del huésped
que actuasen en el proceso de infección. En el caso del TVMV dicha secuencia
estaría en el extremo amino de la proteína HG mientras que en el ‘EV se situaría
en otra región, explicándose así el diferente efecto fenotípico (Atreya y Pirone,
1993).
La comparación de secuencias aminoacídicas de diversos potyvirus,
transmisibles y no transmisibles, permitió identificar ciertos dominios y
aminoácidos conservados que parecían estar implicados en transmisión. Dentro de
la región rica en cisteinas del extremo amino terminal aparece un motivo K1TG
(Lys-lle-Thr-Gys) cuya mutación se correlaciona con la falta de transmisibilidad de
potyvirus. Aislados en los que de forma natural aparecen sustituciones del
aminoácido Lys por Glu presentan pérdida de transmisibilidad (Thornbury eL al.,
1990; Grumet eL al., 1992; Granier eL al., 1993; Ganto eL aL, 1995b; Legavre eL al.,
1996). En el mismo sentido, trabajos de mutagénesis dirigida en clones de genoma
completo de potyvirus han confirmado la importancia de la Lys dentro del motivo
lo
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KJTG (Atreya eL al., 1992; Atreya y Pirone, 1993), sugiriendo además la necesaria
presencia de un residuo básico en esta posición (Atreya y Pirone, 1993).
En la región amino terminal aparecen igualmente ciertos residuos, ajenos al
motivo KITC, que resultan esenciales para la actividad del HG. El cambio de Gly
por Asp en la posición 35 del HG de FVY-1 (Ganto eL al., 1995), Gly por Glu en
posición -1 con respecto al dominio Kfl’G en el HG delvirus del mosaico del nabo
(TuMV> (Nakashima eL al., 1995) y Phe por Leu en posición 10 del HG de ‘EV
(Blanc eL al., 1998) determinan la pérdida de transmisión por vector.
Entre la región central y el extremo carboxilo aparece un motivo PTK (Pro-
Tbr-Lys) que también parece esencial para la actividad del HG en transmisión.
Aislados no transmisibles del ZYMV contenían un residuo Ala en lugar de Thr en
este motivo (Granier et al., 1993), que pasaba por tanto de ser PTK a ser PAK. El
efecto de esta mutación fue comprobado reproduciéndola en el genoma de un
aislado transmisible del ZYMV (Huet eL al., 1994). Se ha observado que la
sustitución de Pro por Ala y Thr por Ser determina la pérdida de transmisibilidad
del virus, mientras que el cambio de Lys por Glu no afecta la transmisión (Peng eL
al., 1998). La mutación Thr por Ala en el genoma del ‘EV también implica la
pérdida de transmisibilidad del virus (Blanc eL al., 1998).
1.2.3.2. La proteína de la cápsida (GP’> en la transmisión de potyvirus por vulgones
El hecho de que aislados virales no transmisibles tuvieran, sin embargo, un
HG funcional llevó a sugerir que la proteína de la cápsida viral podría estar
también implicada en la transmisión virus (Pirone y Thombury, 1983). La región
amino terminal de la CF presenta, a pesar de su gran variabilidad, un triplete de
aminoácidos Asp-Ala-Gly (DAG) altamente conservado entre potyvirus (Atreya eL
al. 1990, 1991; Gal-On eL al., 1992) y que queda expuesto en la superficie de la
partícula viral (Shukla eL al., 1988). La alteración o eliminación de aminoácidos en
este motivo determinan la pérdida parcial o total de la transmisibilidad del virus
(Atreya eL al., 1990, 1991 y 1995), demostrándose su intervención en el proceso.
Existen mutantes con una deleción de quince aminoácidos en la GP
originada en el pase de los virus de su huésped leñoso natural a un huésped
herbáceo. Este es el caso del aislado español PPV 3.3 en el cual se produjo la
pérdida de quince aminoácidos del extremo amino terminal como consecuencia
de su pase de plantas de ciruelo a N. benthamiana manualmente (López Moya eL al.,
1995). La deleción afecta al motivo DAG que pasa a convertirse en DAL a la vez
que el aislado pierde su transmisibilidad por pulgones. Trabajos con FF17 3.3
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demuestran que en ensayos de transmisión a través de membrana el virus es
capaz de transmitirse cuando es suplementado con un HG purificado de un
aislado transmisible de FVY (López-Moya eL al., 1995). El hecho de que aislados no
transmisibles del tipo de PPV 3.3 sean capaces de transmitirse con un HG
heterólogo plantearía la duda de si realmente la pérdida de transmisibilidad es
debida a la alteración del motivo DAG o bien a alguna alteración paralela en el
HG. Por otra parte también podría ocurrir que el HG heterólogo empleado en los
ensayos de transmisión a través de membrana fuera capaz de interaccionar con un
dominio de la GP diferente al reconocido por el propio HG.
1.2.3.3. Hipótesis del proceso de transmisión de potyvirus por pulgones
Se han propuesto diversas hipótesis sobre el mecanismo de transmisión de
virus por pulgones y sobre el papel que el HG jugaría en ese proceso. En una de
ellas el HG permitiría la infección del virus en la planta, una vez que el pulgón lo
hubiese liberado en la misma (Pirone y Kasanis, 1975). Otros autores presentan al
HG como una proteína capaz de proteger al virus de las condiciones desfavorables
del tracto digestivo del vector (López-Abella eL al., 1981). En otra hipótesis el HG
modificaría el extremo amino de la GP de manera la partícula vital fuera capaz de
unirse directamente al estilete del pulgón (Salomon y Bernardi, 1995>. Pero la
hipótesis más antigua sigue siendo la más aceptada y explica la actuación del HG a
modo de un “puente” entre el virus y el vector, uniéndose por un lado a la GP del
virus y por otro lado a los puntos de retención en el canal alimenticio del pulgón
(Govier y Kassanis, 1974). Mediante técnicas de marcaje radiactivo y de
inmunomarcaje se han podido detectar virus en el extremo distal del estilete así
como en la epicutícula del canal alimenticio y en el intestino anterior, siempre y
cuando el pulgón se hubiera alimentado de una solución de virus purificado
conteniendo además HG (Berger y Firone, 1986; Ammar eL al., 1994).
Esta hipótesis del “puente” implica la existencia de dominios de interacción
entre HG y GP así como entre HG y vector. Trabajos de interacción itt viti-o parecen
implicar al motivo DAG de la GP en la interacción con el HG, de modo que
cuando el triplete DAG aparece modificado la interacción no ocurre (Blanc eL al.,
1997). Estos trabajos han llegado incluso a proponer un péptido de 7 aminoácidos
como el dominio mínimo para la interacción con el HG. Por su parte el HG parece
interaccionar con la GP por medio de su triplete PTK, viéndose afectada tal
interacción por mutaciones en estos aminoácidos (Peng eL al., 1998). La unión del
HG al estilete del pulgón ocurriría a través de su región amino terminaL estando
posiblemente implicado el motivo KITG (Blanc eL al, 1998).
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Una vez que el pulgón ha adquirido el virus debe ser capaz de liberarlos en
una nueva planta. Nuevamente aparecen distintas hipótesis que intentan explicar
como ocurre este proceso. La llamada hipótesis de “transporte en el estilete”
(Kennedy eL al., 1962) propone que los virus se fijan al extremo del estilete y son
liberados en una nueva planta durante las inserciones de prueba. La hipótesis de
“ingestión-egestión” (Harris, 1977) supone que los viriones se adquieren durante
la ingestión del contenido celular para posteriormente regurgitarlo en otra planta.
La última hipótesis, de “ingestión-salivación” (Martin et al., 1997) propone un
papel activo de la salivación a la hora de liberar el virus, de modo que efectuaría
una especie de arrastre de los virus que quedan retenidos en el extremo distal del
canal alimenticio, ya que en ese punto el canal alimenticio y el canal salivar
aparecen unidos. En cuanto a cómo ocurre esta liberación de los virus a nivel
molecular se piensa que podría estar implicada la actividad proteasa del factor
HG, que sería capaz de liberar la CF rompiendo su unión con ella, o bien también
podría ocurrir que el extremo amino de la GP se digiriese con tripsinas de la
saliva, separándose también en este caso del factor HG (Gray, 1996).
2. EL VIRUS DE LA SHARKA
La Sharka, que en búlgaro significa viruela, es el nombre con el que se
conoce una enfermedad que afecta a los frutales de hueso y cuyo agente causal es
un potyvirus, el llamado virus de la viruela del ciruelo, en inglés Plum pox virus
(FF17) (Kegler y Schade, 1971). Esta enfermedad fue descrita por primera vez
sobre ciruelo en Bulgaria en 1917. Actualmente la sharka se distribuye por toda
Europa (Németh, 1994; Roy y Smith, 1994), norte de Africa (Wetzel eL al.; 1991) y
ha llegado a detectarse en Chile (Acufia, 1993> y la India (Thakur eL al., 1994) (tabla
1). En España la sharka se detectó por primera vez en 1984 en ciruelo japonés var.
Red Beauty en cultivos en Sevilla, Murcia y Valencia (Llácer eL al., 1985); hoy en
día la enfermedad se extiende a la Comunidad Valenciana, Gatalufla, Baleares,
Comunidad Andaluza, Aragón y Extremadura.
El virus de la sharka infecta diferentes especies frutales del género Prunus,
de la subfamilia de las Prunoideas, siendo sus principales huéspedes naturales el
ciruelo europeo (Prunus domestica L.), ciruelo japonés (P. salicina Lindí.),
melocotonero (P. persicae (L.) Batsch.) y albaricoquero (P. armeniaca L.). El cerezo,
tanto dulce como ácido (P. avium L. y P. cerasus L.), que se consideraba no
susceptible (Dosba et al., 1987), ha sido descrito también como huésped para PPV
(Kalashyan eL al., 1994; Grescenzi eL al., 1995).
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Los síntomas producidos por el virus de la sharka afectan tanto a las hojas
de los frutales como a los propios frutos, haciéndoles perder su valor comercial
tanto para el consumo directo como para el uso industrial. En las hojas pueden
aparecer síntomas en forma de manchas cloróticas anulares (ciruelo) (figura 3A),
amarilleo o clorosis en venas con deformación de la hoja (melocotonero) (figura
3G) y en ocasiones tanto manchas como venas cloróticas (albaricoquero,
melocotonero con síntomas fuertes). En los frutos se pueden ver manchas anulares
sobre la piel, deformaciones de la pulpa y, en casos más graves como el del
albaricoquero, acorchado en la pulpa con aparición de anillos claros característicos
en el hueso (figura 3). Todos estos síntomas van acompañados de una calda
prematura de los frutos (Kegler y Schade, 1971).
El virus de la sharka infecta también plantas herbáceas, habiéndose descrito
106 especies huéspedes pertenecientes a más de siete familias (Németh, 1986).
Estas plantas son muy útiles en trabajos de laboratorio para multiplicar el virus y
como plantas indicadoras. Las más utilizadas para la propagación del virus son
NicoNana benthatniana Domin, N. clevelandii Gray y Pisum sativum L.. Como plantas
indicadoras se emplean Chenopodium foetidum Schrad., C. amaranticolor Goste et
Reyn. y C. quinoa Wild, en las cuales el virus produce lesiones locales.
Los síntomas de FF17 en frutales se atenúan hasta su casi desaparición en
invierno (EPPO/GABI, 1991). Esta característica de la infección de FF17, junto con
el hecho de que el virus se distribuye de un modo irregular en la planta y de que
su concentración puede disminuir, hace que en ocasiones no se detecte. De este
modo el hombre puede participar en la propagación del virus por intercambio de
material vegetal infectado. A este tipo de dispersión se le suma la transmisión
natural del virus mediante pulgones que transmiten la enfermedad de unas
plantas a otras. Se han descrito casi treinta especies de pulgones capaces de
transmitir FF17 en condiciones experimentales (Labonne eL al., 1994; Labonne eL al.,
1995) y también se han realizado estudios de dinámica poblacional e identificación
de pulgones vectores en condiciones naturales, analizando su presencia en campo
a lo largo del año y su relación con la expansión de la enfermedad (Avinent eL al.,
198% Labonne y Lauriaut, 1991). Otro tipo de transmisión de PPV sería el asociado
a semillas, pero aunque se han descrito algunos casos (Németh, 1986) todavía no
se ha confirmado este hecho.
La detección del virus de la sharka se lleva a cabo por diversos
procedimientos. La detección por observación directa de síntomas es una práctica
que, para ser fiable, debe realízarse durante períodos de observación largos,
teniendo en cuenta además los numerosos factores que pueden influir en la
manifestación de los síntomas. Por lo tanto la detección de PPV se realiza por
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técnicas más fiables y variadas: métodos biológicos basados fundamentalmente en
la inoculación de plantas indicadoras (Bernhard et al., 1969; Sutic et al., 1971;
Marteli en Mime, 1988) métodos serológicos (Kerlan y Dunez, 1979; Gambra eL al.,
1991, López Moya et al., 1994; Gambra et al, 1994), inmunomicroscopia (Kerlan et
al., 1981), hibridación molecular (Varveri, 1987; Wetzel eL al., 1990; Palkovil<s et al.,
1994; Levy et al., 1995) y detección por PCR (Levi y Hadidi, 1991; Bousalemm eL
al., 1994; Gandresse eL al., 1994 y 1995; Olmos eL al., 1997 y 1999). La detección de
virus durante los períodos en que la planta no muestra síntomas ha sido objeto de
estudio de algunos grupos (Adams, 1978; Dosba et al., 1986; Korschineck et al.,
1991; Pasquini et al., 1995; Adams et al., 1999) que han analizado la eficacia de
detección de diferentes metodologías en muestras de hoja, tallo, corteza y raíz.
Pero hoy en día, a pesar de todo, el desarrollo de un método seguro, fácil de
aplicar a un número elevado de muestras, rápido y económico es todavía una
meta a conseguir.
Las características de la enfermedad de la sharka hacen que su control sea
complejo. Es importante establecer medidas preventivas que eviten la
propagación del virus, siendo esencial la certificación por metodologías fiables que
aseguren que las especies empleadas en plantaciones nuevas están libres de virus,
así como el control del material vegetal intercambiado entre diferentes países.
Resulta igualmente esencial el arranque de plantas infectadas, sobre todo cuando
la enfermedad empieza a manifestarse en un cultivo, así como la lucha contra los
vectores, si bien el eficiente sistema de transmisión de los virus junto con los
sistemas de control ineficaces hace se favorezca su dispersión (Marco, 1993; Webbs
y Linda, 1993). La lucha contra la enfermedad de la sharka también ha llevado a la
búsqueda de variedades de cultivos que sean capaces de “tolerar” el virus sin que
éste afecte notablemente a la producción e incluso la obtención de variedades
resistentes por mejoramiento tradicional (Massonié y Maison, 1986; Dosba eL al.,
1988; Karayiannis y Mainou, 1993; Audergon eL al., 1994; Polálc eL al., 1995; Balan eL
al., 1995; Erdós eL al., 1995) o por plantas transgénicas (Sanford y Johnson, 1985;
Lomonosoff, 1995> que expresen secuencias nucleotídicas del genoma de FF17
(Guo eL al., 1997, 1998 y 1999; Jacques eL al., 1998; Tavet-Roudet eL al., 1998; Wittner
eL al., 1998).
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Justificación y Objetivos
En la actualidad los potyvirus constituyen uno de los grupos de virus de
plantas más importantes ya que afectan a un número elevado de cultivos de
interés agrícola. Las pérdidas originadas por estos virus en casi todo el mundo son
millonarias, y el problema se ve a menudo agravado por la capacidad de los
potyvirus para transmitirse de unas plantas a otras por insectos vectores. El
control de las poblaciones naturales de vectores así como la detección rápida y
segura de los potyvirus en los cultivos resulta esencial para evitar la propagación
de las enfermedades. Por ello son numerosos los grupos que hoy en día trabajan
en distintos aspectos relacionados con el conocimiento de la biología de los
potyvirus.
Hasta la fecha se han conseguido importantes avances en la determinación
del funcionamiento de las distintas proteínas virales que intervienen en el proceso
de transmisión de potyvirus por vectores. Los numerosos estudios han llegado
incluso a concretar regiones dentro de las proteínas de potyvirus implicadas
directamente en dicho proceso. En este sentido son fundamentales los trabajos
moleculares en los que a partir de clones disponibles de genoma completo de
diferentes potyvirus se realizan análisis mutacionales de diferentes regiones.
Todos estos conocimientos relacionados con los mecanismos de transmisión de los
potyvirus resultan imprescindibles para llegar en un futuro al conocimiento pleno
del proceso y, por consiguiente, al establecimiento de sistemas eficaces de control.
Dentro del grupo de los potyvirus, resulta de destacada importancia el
denominado virus de la viruela del ciruelo (Flum Pox Virus, PPV), que origina la
llamada enfermedad de la Sharka. Esta enfermedad afecta a frutales de hueso
como el melocotonero, albaricoquero, ciruelo, y en España es el responsable de la
pérdida de varias cosechas al alio, por lo que el estudio de este potyvirus en
concreto resulta de un enorme interés.
En nuestro grupo se han venido estudiando distintos aspectos relacionados
con el virus de la Sharka, que han originado ya resultados de aplicación inmediata
como son la obtención de una gama de anticuerpos con utilidad para detección del
virus en campo.
En este trabajo se aborda el conocimiento de aspectos moleculares de la
transmisión por pulgones de FF17, empleando para ello dos aislados obtenidos de
muestras de campo, uno de los cuales no es transmitido por pulgones. Se ha
llevado a cabo el estudio de las proteínas virales implicadas en la transmisión de
ambos aislados, comparando los datos obtenidos para cada caso e intentando
explicar el diferente comportamiento de los dos aislados en transmisión. El
conocimiento de la causa de no transmisibilidad del aislados de PPV resultaría de
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gran importancia y ayudaría al establecimiento de los distintos residuos
aminoacidicos involucrados en la actividad de las distintas proteínas virales cuya
intervención en el proceso de transmisión se conoce hasta ahora.
Por otra parte, las proteínas de diferentes potyvirus pueden en ocasiones
mediar la transmisión de virus heterólogos, de modo que un potyvirus que
resultase no transmisible por pulgones podría ser transmitido siempre y cuando
en la planta ocurriera la infección de otro potyvirus relacionado. Aunque no todas
las combinaciones de potyvirus resultarían eficaces, nos interesa iniciar una línea
de investigación en la que se analicen las combinaciones heterólogas funcionales
entre distintos potyvirus. En este sentido en nuestro laboratorio disponemos de
otro potyvirus, el virus Y de la patata (Potato Virus Y, PVY) con el que se han
conseguido algunos resultados referentes a combinaciones heterólogas de
potyvirus.
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1. AISLADOS VIRALES
Los aislados de PPV denominados PFV 3.3 y FF17 5.15 proceden de cultivos
de ciruelo japonés y albaricoquero, respectivamente, y fueron cedidos por el Dr.
M. Cambra (Moncada, Valencia). El aislado FF17 3.3 se aisló de cultivos de ciruelo
japonés var. Red Beaut y el 5.15 se obtuvo de albaricoquero var. Canino,
mantenidos ambos por injerto en especies frutales (melocotonero GF-305 o
Nemaguard). En nuestro laboratorio se inocularon mecánicamente en plantas de
NicoLiana ben Lliamiana y se guardó como material desecado parte de material
infectado. A partir de este inóculo origen, los aislados virales se han mantenido
por inoculaciones mecánicas. El aislado FF17 3.3, no transmisible por pulgones,
presenta una deleción de quince aminoácidos en el extremo amino terminal de la
GP, generada posiblemente en su paso de huésped leñoso a herbáceo. Este aislado
no se transmite por pulgones.
Los “aislados” de FPV denominados R3 y R3-NAT fueron cedidos por el
Dr. J.A. García (CNB-GSIG Madrid). FF17 R3 se obtiene por transcripción de un
clon de genoma completo del aislado holandés PPV Rankovil< (LaS eL al., 1989)
(ver apdo. 2). PFV R3-NAT proviene de PPV R3 al cual se le ha reproducido la
misma deleción descrita para PPV 3.3 y, al igual que éste, no se transmite por
pulgones.
El aislado de FVY F-21-82 fue proporcionado por el Dr. E. Fonz (GIT-INIA,
Madrid). Desde su recolección se mantuvo mediante inoculación por pulgones en
plantas de tabaco, y se denominó PVY O AT para diferenciarlo de otra variante no
transmisible del mismo aislado obtenida en el laboratorio por inoculaciones
mecánicas en tabaco, denominado PVY O NAT (Ganto eL al., 1995).
2. PLÁSMIDOS
El plásmido Bluescript II KS(+) (Stratagene> se empleó para donar los genes
HG y CF de PPV (ver apdo. 14 de esta sección).
El plásmido pMal-p2 (New England Biolabs) es un vector de clonaje
empleado como sistema de expresión de proteínas en bacterias en el que se clonó
la secuencia correspondiente al HG del aislado FF17 5.15 (ver apdo. 23).
Los plásmidos pR3, pNAT, pIG y pGG5S6 (figura 4) fueron cedidos por el
Dr. J.A. García.
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tras ser sumergidas durante 4 ó 5 horas en una solución de ácido giberélico a 0,1
mg/ml.
4. INOCULACIÓN DE VIRUS EN LAS PLANTAS
Los aislados virales se inocularon mecánicamente en sus huéspedes
herbáceos a partir de hojas de plantas inoculadas desde entre 15 a 20 días y con
síntomas claros de infección o bien a partir de material desecado o congelado y
conservado a ~8Oo.El material infectado se trituró en tampón fosfato sódico 0.02 M
pH 7.0. El extracto se frotó sobre hojas de plantas sanas espolvoreadas
previamente con celite que actúa como abrasivo. Las hojas inoculadas se lavaron
inmediatamente con agua y se cubrieron durante unos mmutos con papel
húmedo para evitar la aparición rápida de heridas sobre su superficie.
Posteriormente se mantuvieron en la cámara de cultivo.
5. TRANSMISIÓN POR PULGONES
Los pulgones empleados para estos experimentos proceden de un clon de la
especie Myzus persicae Suiz. que se mantuvieron en cámara de cría sobre plantas
de tabaco a temperatura de 20-22 0G, con humedad relativa del 70% y fotoperlodo
de 16 horas. Se recogieron pulgones ápteros en viales de vidrio y se sometieron a
un período de ayuno de 3 a 4horas previamente al ensayo.
En transmisiones de planta a planta los pulgones se colocaron sobre hojas
infectadas cortadas y dispuestas en una placa Petri, permitiéndoles un tiempo de
adquisición de 5 a 10 minutos. A continuación, se transfirieron con un pincel a
plantas sanas de unos 2 cm de altura (10 a 15 pulgones por planta), las plantas se
cubrieron con un recipiente de vidrio para evitar la movilidad de los pulgones.
Como periodo de inoculación se dejó a los pulgones una noche alimentándose en
estas plantas, tras lo cual se eliminaron por pulverización con insecticida.
En ensayos de transmisión mediante adquisición por membranas los
pulgones se transfirieron, tras el periodo de ayuno, a cilindros opacos cuya
abertura superior se cubrió con membranas estiradas de Parafilm. Sobre la
membrana se dispuso una gota de tampón TSM con 20% de sacarosa que contenía
virus y/o HG purificados. Los pulgones ascendían por el cilindro e introducían
sus estiletes en la membrana, adquiriendo la solución. Tras 5-10 minutos de
adquisición se transfirieron a plantas sanas y se continuó el proceso como en el
caso anterior.
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En ocasiones realizaron transmisiones secuenciales en las que la adquisición
del HG se hizo previamente a la adquisición del virus. En un primer paso el
pulgón adquirió el HG (bien alimentándose sobre planta o a través de membrana)
y a continuación tuvo acceso a las partículas virales (nuevamente sobre hoja o en
sistemas de membrana). Tras esta secuencia de alimentación los pulgones se
transfirieron a plantas sanas.
6. PURIFICACIÓN DE VIRUS
La purificación de FF17 se hizo siguiendo el protocolo descrito por Lain eL
al. (1988) con las modificaciones incorporadas por López Moya eL al., (1994). Se
recogieron hojas de N. benLhamiana infectadas a los 20 ó 30 días de la inoculación y
se homogeneizaron en 2 volúmenes (p/v) de tampón Mdllvain citrato-fosfato (13
mM ácido cítrico y 180 mM fosfato sódico, pH 7,0) que contenía 0,2 % de ácido
tioglicólico, 10 mM de dietilditiocarbamato (DITEGA), 500 mM de urea y 1/3 vol.
de cloroformo. Para evitar la degradación de la GP viral se añadió al tampón una
mezcla de inhibidores de proteasas (Ehlers y Paul, 1986): 1 mM de
fenilmetilsulfonilo fluoruro (PMSF), 2mM de ácido etilendiaminotetracético
(EDTA) y 20 mM de ácido iodoacético.
El homogeneizado se clarificó a 6.000 x g 10 minutos y posteriormente se
centrifugó 90 minutos a 60.000 x g. El sedimento con los virus se resuspendió en
1/2 volumen de tampón 10 mM citrato-fosfato pH 7,0 con 0,2% de jB-
Mercaptoetanol y 1 M urea, repitiendo los dos pasos de centrifugación. El
sedimento se resuspendió en 1/10 volumen con tampón 100 mM borato sódico
pH 8,2 con 710 mM EDTA. Este resuspendido se clarificó y se hizo pasar por 8 ml
de un colchón de sacarosa al 20% durante 2 horas a 60.000 x g. El sedimento se
resuspendió en 0,02 volúmenes del mismo tampón y se centrifugó en un gradiente
de sacarosa del 10-40% durante 90 minutos a 75.000 x g. La fracción que contenía
el virus (situada entre el 10 y 20% de sacarosa) se recuperó y diluyó 1:1
nuevamente en tampón 100 mM borato sódico, centrifugándola 3 h a 60.000 x g. El
sedimento se resuspendió en tampón 50 mM borato sódico pH 8.2.
Todo este proceso se realizó en frío y los virus purificados se guardaron
congelados a -20 ó -800G. En ocasiones, para agilizar el proceso, prescindimos bien
del colchón de sacarosa o bien del gradiente de sacarosa e incluso de ambos pasos,
sustituyéndolos por dos ciclos adicionales de clarificación a 6.000 x g y
centrifugación a 60.000 x g como los descritos anteriormente.
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La concentración de virus en el purificado final se calculó por lectura en
espectrofotómetro y por análisis electroforético de las purificaciones virales
comparando la banda correspondiente a la GP viral con un patrón de BSA de peso
molecular conocido.
7. PURIFICACIÓN PARCIAL DEL HC.
7.1. Purificación de HG de PVY
La proteína HG se purificó siguiendo el protocolo de Pirone y Thornbury
(1983). Se recogieron hojas de tabaco infectadas tras 15 ó 20 días de la inoculación,
se eliminaron los nervios centrales y se trocearon. Las hojas se infiltraron en vacío
en tampón de extracción (100 mM acetato amónico pH 8,8, 20 mM EDTA-Na2, 20
mM DIEGA-Na2), se filtraron por gasa y se trituraron en un volumen (p/v> de
tampón equivalente. El extracto, clarificado 5 minutos a 8.000 x g y ifitrado por
“Miracloth”, se centrifugó 1 hora a 40.000 rpm en rotor 45-Ti (Beckman). Al
sobrenadante, nuevamente filtrado, se le añadió polietilenglicol (PEG) 6.000 al 8%,
agitándolo 1 hora en frío. Posteriormente, se centrifugó 5 minutos a 6.000 g y el
precipitado y se resuspendió en tampón TSM (100 mM Tris-H2504 pH 7.2, 20 mM
SO4Mg) en un volumen 1/10 del sobrenadante obtenido en la uiltracentrifugación.
Esta fracción se volvió a clarificar y concentrar con FEG 6.000. El nuevo
precipitado se resuspendió en 1-2 ml de tampón TSM y se clarificó por última vez.
Con el fin de comprobar que las preparaciones obtenidas estaban libres de
virus, éstas se inocularon mecánicamente en plantas de N. Labacum var. Xanthi nc.
La presencia de proteína HG se verificó por ensayos Western blot empleando
anticuerpos monoclonales frente a la proteína (Canto eL al., 1995a).
7.2. Purificación de HC de PPV
El protocolo empleado para purificar el HG de este potyvirus fue también el
descrito por Firone y Thornbury (1983). Esta proteína no había podido ser
purificada por lo cual realizamos un seguimiento del proceso de purificación,
analizando las diferentes etapas del procedimiento mediante Western blot con
anticuerpos policlonales para el HG de FF17 (ver apdo. 9.3). Para ello, se tomaron
alícuotas de 50 jil que se diluyeron con tampón de carga 4X (400 mM Tris-HCl pH
6,8, 10% SDS, 20% [3-mercaptoetanol, 20% sacarosa, 0,05% azul de bromofenol)
(Laemmli, 1970), hirviéndolas posteriormente 5 minutos. Se emplearon 20 pi de
cada alícuota para análisis por Western blot (ver apdos. 8 y 9).
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La posible presencia de partículas virales y/o GP en el purificado final de
HG de FF17 se analizó por ensayos Western blot con anticuerpos monoclonales
para la GP de FF17 (López-Moya eL al., 1994). Una segunda comprobación de la
existencia de partículas virales así como de su capacidad infectiva se llevó a cabo
inoculando 5pi del purificado del HG en plantas de N. benLhamiana.
8. ANÁLISIS ELECTROFORÉTICO
Preparaciones de virus y HG purificados así como extractos de plantas se
analizaron en geles desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida (29.2:0.8) (SDS-
PACE) al 12% (Sambrook eL al., 1989) empleando el soporte Mini-Protean II (Bio-
Rad). Las muestras de proteínas purificadas se diluyeron 1:3 en tampón de carga
4X (Laemmli, 1970) y se hirvieron 5 minutos. Las muestras de hoja se trituraron en
tampón de carga 2X a una dilución 1/10 (p/v). Las proteínas se visualizaron
tiñendo el gel en una solución de azul de Goomassie R-250 al 0,25% con 20% de
metanol y 10% de ácido tricloroacético, eliminando el exceso de colorante con una
solución desteñidora (agua/metanol/ácido acético, 7:3:1). Los pesos moleculares
de las proteínas se estimaron comparando su movilidad electroforética con la de
los marcadores de peso molecular conocido SeeBlueTM(Novex).
9. ANÁLISIS SEROLÓGICO.
La detección serológica de proteínas virales se llevó a cabo mediante ensayos
Western blot, mientras que la detección de FF17 en plantas se realizó por el
procedimiento de ELISA-DASI o de doble sandwich indirecto de anticuerpos.
9.1. Inmunoelectrotransferencia (Western blot)
Las proteínas se separaron por SDS-PAGE y posteriormente se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa mediante el sistema Ivlini Trans-Blot Gell (Bio
Rad) empleando tampón Tris-Glicina-SDS con 20% de metanol y una corriente de
250 mA durante 1 hora (Towbin eL al., 1979). La membrana se incubó 1-2 horas con
leche desnatada en polvo al 5% en tampón FBS (0,015 M Na2PO4, 0,15 M CINa pH
7,4). Posteriormente se incubó primero toda una noche con el anticuerpo
correspondiente diluido en PBS 5% leche desnatada en polvo y a continuación
durante 2 horas con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa. Como
sustrato para la enzima se empleó 0,3 mg/ml 4-cloro-naftol, 0,01% H202en PBS.
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9.2. ELISA-DASI
Los ensayos ELISA-DASI se llevaron a cabo empleando el kit de la casa
comercial REAL.
Las placas se tapizaron con una dilución 1/100 de inmuñoglobulinas (IgGs)
policlonales de conejo anti-PPV en tampón carbonato pH 9,6, incubándolas 4
horas a 37 “G ó 16 horas a 4 0G. Las placas se lavaron con PBS con un 0,05 % de
Tween-20 (PBST) antes de añadir las muestras a analizar.
Los extractos de planta se prepararon en un volumen 1/10 de tampón FBS
conteniendo 2 % de polivinil pirrolidona (PVP-10) y 0,2 % de dietilditiocarbamato
sódico (DDZGA). Posteriormente se clarificaron en una microfuga a 5.000 rpm
durante 5 minutos, añadiendo el sobrenadante a los pocillos. La placa se mantuvo
16 horas a 4 0G. Tras un nuevo lavado, se hizo una incubaciónde 2 horas a 37 0G
con anticuerpos monoclonales a dilución 1/1000 en PBS con 0.5 % de leche
desnatada en polvo, seguida de otra incubación en iguales condiciones con JgGs
anti-ratón conjugadas con fosfatasa alcalina.
En el revelado se empleó p-nitrofenil-fosfato como sustrato a una
concentración de 1 mg/ml en tampón sustrato (pH 9.8). La absorbancia se registró
a 405 nm (D0405) en el lector de placas EAR 400 SLT-Labinstruinents.
9.3 Obtención de anticuerpos policlonales frente al HC de PPV
9.3.1 Glonaje de HG de PPV en el plásmido de expresión vMal-p2
pMalTM.p2 (New England Biolabs> es un vector empleado como sistema de
expresión y purificación de proteínas en E. cotí que contiene el gen malE de E. cotí
fusionado al gen lacza. La expresión de la proteína de fusión (MBP-13
Galactosidasa) codificada por ambos genes está regulada por un promotor lac
inducible por isopropil 3-D-tiogalactopiranósido (ITPTG). Este sistema permite
donar y expresar una secuencia de interés fusionada al extremo 3’ del gen malE, y
facilita la purificación de la proteína de fusión, siendo posible separarla
posteriormente por digestión con la proteasa factor Xa.
El gen HC de PPV 5.15 se amplificó por PGR con los cebadores HG Mal 1 y
HG Mal 2 (tabla 3) empleando como molde el clon pIHG 5.15
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Tabla3. Cebadores empleados para el clonaje del HC de PPV en el vector de expresión pMal-p2.
a El signo (+) junto al nombre indica secuencia igual a la viral, mientras que el signo (-) indica
secuencia complementaria a la viral.
b Numeración según Laín eta). <1989).
Las secuencias de las dianas de restricción aparecen señaladas en negrilla. El cebador HG Mal 1
incorpora dos tripletes de parada de la traducción (indicados en verde), mientras que HG Mal 2
incluye una secuenciaque codifica para la diana del factor de digestión Xa (señalada en rojo).
El fragmento de lCR se digirió con las enzimas Eco Rl y Hind III en
condiciones subóptimas que permitieron digestiones parciales, ya que la diana
Hind III está contenida dos veces en la secuencia amplificada del HG de FF17. Los
productos de la digestión se sometieron a electroforesis en gel de agarosa, y la
banda correspondiente al fragmento con sólo sus extremos digeridos se eluyó y
clonó en el plásmido pMal (ver apdo 14). El clon obtenido se denominó pMal-HC
PPV y se purificó según lo descrito en el apartado 14, secuenciándolo con los
cebadores malE y M13/PUG contenidos en el vector.
9.3.2. Expresión de la proteína de fusión MBP-HC FF17
Las cepas DH5a y BL2I(DE3) de E. cotí se transformaron con los plásmidos
pMal y pMal-HG PPV. La expresión de las proteínas se realizó siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante, con leves modificaciones.
Las bacterias recombinantes se crecieron a 25 0G en medio LB partiendo de
un precultivo mantenido 25 horas a igual temperatura. Guando la D.O.6oo llegó a
0,5 se añadió el inductor ll’TG hasta una concentración final de 0,3 mM,
incubando el cultivo durante 3 horas. Los pasos postenores se hicieron a 40G. El
cultivo se centrifugó 20 minutos a 4.000 x g, el sedimento se resuspendió en 50 ml
de tampón de lisis (10 mM HFO
4Na2 pH 8,30 mM CINa, 0,25% Tween 20,10 mM
~-mercaptoetanol, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA), se congeló en nitrógeno liquido
y tras permanecer 16 horas a -80
0G se descongeló. Se añadió lisozima a una
concentración final de 1 mg/mL dejándola actuar 30 minutos con agitación. La
mezcla se sonicó sometiéndola a 5 ciclos de 30 segundos cada uno, se congeló y,
tras la descongelación, se centrifugó 30 minutos a 9.000 x g. Se recogieron 50 ml de
NOMBREa POSIC.b DIANA SECUENCIA 5’~ 3’c
MC Mal (+) 2444 Hind m ATGAAGCrITrACrATGGAAGCAGCTATCITITGATATITG
lIC Mal 2<-) 1071 Eco 111 TGAATTCATCGAGGGAAGGTCTGACGCAGGCAAAGAATITI?GG
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sobrenadante (fracción soluble) y el sedimento se resuspendió en igual volumen
de tampón de lisis (fracción insoluble).
Alícuotas de los cultivos en etapas pre y post-inducción con IFTG así como
de las fracciones finales se analizaron por SDS-FAGE.
9.3.3. Purificación de la proteína de fusión MBP-HG
Para la purificación del HG inicialmente se siguió el protocolo de New England
Biolabs, pero al resultar infructuoso (Resultados, apdo. 9) se procedió a la
purificación de la proteína de fusión (MBP-HG) mediante elución a partir de geles
de poliacrilamida. Las fracciones finales obtenidas en la expresión de proteínas se
sometieron a SDS-PAGE, tiñendo el gel con una solución de Azul de Goomasie al
0,25% en agua destilada. La banda del gel de tamaño correspondiente a la MBP-
HG se cortó, se destiñó por lavados con agua y se sometió a electroelución con el
sistema “Electro-Eluter Model 422” (Bio Rad).
El volumen total de proteína eluida se concentró con el sistema Gentricon
30 (Milhipore) en un volumen de 11 de tampón 0,2 M bicarbonato sódico, 0,02%
SDS en agistación durante 24 h incluyendo un cambio de tampón. El dializado se
analizó por SUS-PAGE y la cantidad de proteína se calculó por comparación con
un patrón de BSA de concentración conocida. La muestra se secó en vacio
(Speedvac, Savant) y se resuspendió en tampón FBS estéril.
9.3.4. Inmunización del conejo con proteína HG
El esquema de inmunización del conejo consistió en un total de seis
inyecciones subcutáneas en cuello a intervalos de 20 a 22 días en las que se aplicó
un volumen de 500 pi de muestra (80-100 gg de antígeno> diluido en un mismo
volumen de coadyuvante completo de Freund (Sigma>. Transcurridos 7 y 10 días
de las inyecciones cuarta y quinta se tomaron muestras de san~re para comprobar
la aparición de anticuerpos frente al HG de PPV. Estas muestras se incubaron 30
minutos a 37 0G y posteriormente 16 horas a 4 0G . El suero así liberado se clarificó
10 minutos a 4.000 x g para emplearlo posteriormente en ensayos Western blot a
diluciones 1/1000 y 1/3000. Gomo segundo anticuerpo utilizamos anticuerpos de
cabra anti-conejo conjugados con peroxidasas. El suero total se obtuvo 7 días
después de la sexta inyección y fue igualmente empleado en ensayos Western blot.
Con el fin de eliminar los anticuerpos contammantes de este suero final se limpió
el mismo por adsorción.
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9.3.5. Inmunoadsorción del suero anti-HG de FF17
9.3.5.1. Preparación de polvo acetónico
Para la obtención de polvo acetónico de plantas se homogeneizaron hojas
de N. benLhamiana sana en mortero con nitrógeno liquido. Se obtuvo un polvo fino
que se trató con acetona a temperatura ambiente 30 minutos en agitación,
recuperándolo posteriormente por filtrado y repitiendo el proceso hasta conseguir
un polvo libre de pigmentos. El polvo se secó y conservó a 40C en tubo hermético.
El polvo acetónico de bacterias se preparó a partir de la fracción soluble de
bacterias que expresaban MBP (ver apdo. 22). Esta fracción se diluyó con cuatro
volúmenes de acetona fría, agitando la mezcla 30 minutos a 4 0G y centrifugándola
posteriormente 10 minutos a 10.OOOg. El precipitado seco se trituró hasta conseguir
un polvo fino que se guardó a 40G en un tubo hermético.
9.3.5.2. Inmunoadsorción
El antisuero total se diluyó 1/5 con PBS estéril y se le añadió polvo
acetónico de bacteria hasta una concentración del 1% (p/v). La mezcla se
mantuvo 40 minutos a temperatura ambiente y 20 horas a 4 0G con agitación,
centrifugándose a continuación 10 minutos a 3.000 x g. A partir del sobrenadante
se repitió el proceso empleando en este caso polvo acetónico de planta.
Este suero se pasó por un prefiltro con poro de 10 gm de diámetro y
seguidamente por un ifitro Minisart de 0,2 jsm (Sartorius>. Finalmente se alicuotó y
guardó a -20 ‘>C.
La especificidad del suero así como las diluciones apropiadas para su uso
fueron analizadas en ensayos Western blot.
10. ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN HC-CP EN MEMBRANA DE
NITROCELULOSA
La purificación de HG de PPV así como la producción de anticuerpos
policlonales frente a esta proteína nos ha permitido analizar la interacción entre el
HG y monómeros de GP siguiendo el método descrito por Blanc eL al. (1997).
Alícuotas de purificaciones de virus PPV 3.3 y FF17 5.15 que contenían entre
3 y 4 gg de viriones se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%,
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tras lo cual se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Esta membranas se
incubaron 24 h a 40C en tampón TSM (100 mM Tris G~ pH 7,2, 20 mM MgGl2)
con 5% de leche desnatada en polvo, permitiendo así la renaturálización parcial de
la GP y la saturación de los puntos de unión de la membrana no ocupados por
proteína. Las membranas se incubaron posteriormente durante una noche con el
HC purificado de PPV 3.3 o PPV 5.15 a una dilución 1/50 en tampón TSM. Tras
someterlas a tres lavados de 15 minutos en TSM y uno en TSM con 0,02% de
Tween 20 (flSM) las membranas se incubaron 4 h a 40C con anticuerpos
policlonales frente al HG a una dilución 1/300 en tampón TI’SM con 5% de leche
desnatada en polvo. Por último las membranas se lavaron 2 veces con TSM y otras
3 con FBS para incubarlas 2h con anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa
y diluido 1/2000 en tampón PBS. Gomo sustrato para la enzima se empleó 4-cloro-
naftol.
11. AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS
La obtención de fragmentos amplificados de ADN a partir del ARN viral
nos ha permitido conocer la secuencia correspondiente a diferentes porciones del
genoma de PPV además de ser empleada como una técnica de diagnóstico y, por
supuesto, como una herramienta en la manipulación del genoma viral.
11.1 Extracción de ARN viral
La extracción de ARN viral se llevó a cabo a partir de material vegetal
infectado siguiendo el procedimiento de Logemann eL al. (1987) o bien a partir de
partículas virales purificadas con el procedimiento descrito por Ullman eL al.
(1993>.
Para la extracción de ARN total de plantas de N. benthamiana infectadas se
homogeneizaron entre 30 y 50 mg de hoja en nitrógeno liquido con tampón
guanidina (8M hidrocloruro de guanidina pH 7, 20 mM MES, 20 mM EDTA, 50
mM ~-Mercaptoetanol>. El ARN se extrajo con fenol/cloroformo/ isoamil alcohol
(25:24:1) centrifugando 5 minutos a 40G y 13.000 rpm en microfuga. A la fase
acuosa se le añadieron 0,2 volúmenes de acetato sódico 1M pH 4,8 y 0,7
volúmenes de etanol 100%, manteniéndolo 30 minutos a -200G y centrifugando
posteriormente. El precipitado se lavó con etanol 70% y se resuspendió en 25 pl de
agua estéril.
En la extracción a partir de partículas virales se diluyeron 2 a 10 pi de virus
purificado en un mismo volumen de tampón de extracción 2X (100 mM Tris-GIH
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pH 8, 2mM EDTA, 2% SDS) y se incubaron 10 minutos a 650G en presencia de 0,5
mg/ml de proteasa K (Boehringer. El ARN viral se aisló de la solución mediante
extracción con fenol/cloroformo/isoamil alcohol y precipitación con etanol. La
resuspensión final se hizo en 10 6 20 pl de agua estéril.
11.2. Inmunocaptura de virus (IC)
Este protocolo se basa en el método descrito para el virus de la hepatitis A
(Jansen eL al., 1990) que fue adaptado para PPV por Wetzel eL al. (1992).
Tubos de 0,2 ml se tapizaron con anticuerpos policlonales para FF17 o PVY
diluidos 1/100 en tampón carbonato pH 9,6, dejándolos una noche a 4 0G 6 3horas
a 370G. A continuación los tubos se lavaron con PBST y se incubaron durante 1
hora a 37 0C con una solución de albúmina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS
para bloquear posibles lugares de unión no tapizados. Tras un nuevo lavado se
añadieron 2Opl de extracto de planta (preparado igual que para ELISA-DASI> y se
dejó toda una noche a 40G. Los viriones quedaron retenidos en los tubos, que se
lavaron de nuevo y se emplearon directamente para llevar a cabo reacciones de
RT-PGR.
11.3. Transcripción inversa (RT)
El ARN viral se empleó como molde para obtener una cadena
complementaria de ADN mediante una reacción de transcripción inversa (RT)
catalizada por la enzima transcriptasa reversa AMV (Avian myeloblastosis virus-
reverse transcriptase> de Promega. Para ello partimos de ARN purificado (de 2 a 5
pl) así como de partículas virales obtenidas por inmunocaptura (IG-RT). La
reacción se llevó a cabo en un volumen de 20 pl de tampón (50 mM Tris-CIH pH
8,9, 50 mM C1K, 7,5 mM Gl2Mg) que contenía los cuatro desoxinucleótidos
(dNTPs) a 0,125 pM cada uno, el cebador correspondiente a la secuencia
complementaria del extremo 3’ del fragmento del genoma viral a amplificar y 1
unidad de AMV-RT. La transcripción inversa transcurrió durante 45 minutos a
420G, aumentando posteriormente la temperatura a 65 SC 5 minutos, para inactivar
la enzima.
11.4. Amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
El ADN obtenido en la transcripción inversa se amplificó por la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello de 5 a 20 pl de la RT se ajustaron a un
volumen final de 100 pl en tampón 100 mM Tris-CIH pH 8,3, 500 mM GIK y 15
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mM Gl2Mg, incluyendo los cebadores necesarios a 0,5 pM, los cuatro dNTPs a 0,25
mM y 2 unidades de ADN-polimerasa. Las enzimas empleadas fueron Taq-ADN
polimerasa (Perkin Elmer y, ocasionalmente, de Promega) y, excepcionalmente, la
enzima High Fidelity (Boehringer).
Los programas de amplificación fueron diferentes dependiendo de las
características del fragmento a amplificar. En cualquier caso, éstos incluyeron la
desnaturalización inicial del ADN a 95 0G durante 5 minutos, seguida por un
número de ciclos variable (25 a 35) con una desnaturalización inicial de 15
segundos a 94 0G, una etapa de hibridación de 30 segundos a temperatura
adecuada para cada caso (entre 50 y 57 0G), seguida de una fase de elongación de
la cadena de ADN a 72 0G de 1 minuto a 1 minuto y 30 segundos, dependiendo de
la longitud del fragmento. Los fragmentos amplificados. se comprobaron
analizando 5 ó 710 pl de la reacción en un gel de agarosa al 1% en tampón 0,045 M
Tris-Borato pH 8, 1 mM EDTA (EBE 0,SX) que contenía bromuro de etidio
(Sambrook eL al., 1989). Las bandas se observaron con iluminación ultravioleta y
como marcador de peso molecular se emplearon los fragmentos digeridos del fago
A con las enzimas de restricción Eco Rl y Hind III.
12. CLONAJE DE LOS GENES HC Y CP DE PPV EN EL PLÁSMIDO
PBLUESCRIPT
Las técnicas moleculares empleadas para la amplificación y clonaje de las
regiones codificadoras de las proteínas HG y GP de los aislados PPV 3.3 y 5.15 han
sido las descritas en Sambrook eL al. (1989)
12.1 Cebadores y amplificación por RT/PCR
El diseño de los cebadores se llevó a cabo de acuerdo a las secuencias de los
aislados PPV-Ranlcovik (Lain eL al., 1989), PFV-D (Teycheney et al., 1989) y FF17-
NAT (Maiss eL al., 1989>. En el extremo 5’ de cada cebador se incorporaron
secuencias diana correspondientes a las diferentes enzimas de restricción
empleadas en el proceso de clonaje. Las secuencias, posiciones y dianas de
restricción de los cebadores se indican en la tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores empleados para el clonaje y secuenciación de las regiones
codificadoras de HG y GP de FPV.
O El signo (+) junto al nombre indica secuencia igual a la viral, mientras que el signo (-) indica
secuencia complementaria a la viral
b Cebadores empleados para el clonaje de la región codificadora del HC
Cebadores empleados para el clonaje de la región codificadora de la GP
Las secuencias de las dianas de restricción aparecen señaladas en negrilla. Los nucleátidos
subrayados en los cebadores HG 2 y GP 3 representan las mutaciones diseñadas para generar
dianas de restricción.
Numeración según Lain et al. (1989).
A partir de ARN viral extraído de hojas infectadas (inóculo original
desecado o material de inoculaciones posteriores) se realizaron amplificaciones
por la técnica de RT-FGR empleando los cebadores HC1 y HC2 en el caso del HG
y GP3 y GP4 para la región codificadora de la GP. Las condiciones para la PGR
incluyeron una temperatura de hibridación de 56 ó 57 0G y el tiempo de
elongación fue de 1 minuto ó 1 minuto 30 segundos en el caso de la GP y del HG,
respectivamente, con un total de 30 ciclos. Las condiciones descritas deberían
amplificar un fragmento de 1.000 nucleótidos que contenga la secuencia
codificadora de la CF y un fragmento de 1.500 nucleótidos correspondiente al gen
HG.
12.2. Clonaje en el plásmido pBluescript
Los fragmentos amplificados se digirieron con las enzimas correspondientes, se
eluyeron de gel de agarosa empleando el sistema Gene-Clean (Bio 101) y
NOMBRES POSICIÓN DIANA SEGUENCIA 5’- 3’
HG 1 (~)b 2478 Eco IR TITrGAATTGGTGAGAC197ATG
HG 2 (+)b 986 Xho 1 TATAGGTCGAGGAAAAGACAACI’G
HG 5 (-) 1969 Salí GTGGAGTTGGTGTGTGACGGAGG
HG 6 (+) 1374 Ram Hl GGATGGTATCGTGAAC1’AATGG
HG 7 (-) 1528 Xba 1 TCrAGATCTAGTGrrGTCGGCTG
HG 8 (+> 1848 ¡‘st 1 CTGGAGGAGGACTACGTAAGGA
GP 3<-)’ 9592 CIa 1 C21TI7ATCGATGATACGGAGAGGA
GP4 (~» 8511 Hiná III GCATATCT~GAAGC~~TTTAC
GP 9<-) 9199 Salí GTCGAGAII1700ATACTGCACTTG
GP 10 (+) 8722 PstI CI7GGAGTCAGGCGAGGAAGAA~
GP 11<-) 8830 Ram Hl GGATGGGAG7ITGGTAGGTGATGC
GP 12 (+) 9077 lOza 1 CtCGAGGAGGATGAAATGAGCATG
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finalmente en el plásmido pBluescript II KS (Stratagene) digerido con idénticas
enzimas. La ligación se llevó a cabo por la enzima T4 ADN ligasa (Promega>
durante 16 h a 14 0G. Gon los plásmidos recombinantes obtenidos se
transformaron bacterias competentes de Escheríchía colí DH5a. Las colonias fueron
analizadas para verificar la presencia del inserto mediante extracción de
plásmidos y digestión enzimática. Finalmente, los plásmidos se purificaron a gran
escala utilizando el sistema Plasmid Midi Kit (Qiagen).
Se obtuvieron nueve clones diferentes para la región HG del aislado FF17
3.3 y cinco para el aislado 5.15, que se han designado como: pIHG3.3, p2HG3.3,
p3HG3.3(A), p3HG3.3(B>, p4HG3.3(A), p4HG3.3(B), p5HG3.3, p6HG3.3, pHIF-
HG3.3, p1HG5.15, p2HG5.15, p3HC5.15, p4HGS.15 y pI-IIF--I-1G5.15. El número
inicial hace referencia a la FGR de la que proceden, de modo que cuando dos
clones se han obtenido a partir de una misma PGR se diferencian como (A) y (B).
Guando la polimerasa empleada en la FCR fue la High Fidelity (Boehringer) se
indica con las iniciales NF seguidas del nombre del aislado.
12.3. Determinación y comparación de secuencias
Las secuencias nucleotídicas correspondientes a los genes donados se
determinaron mediante el secuenciador ABI PMSM Dye Terminator (Perkin
Elmer). Los cebadores que figuran en la tabla 1 se emplearon para la
secuenciación. Las secuencias aminoacídicas se dedujeron a partir de las
correspondientes nucleotídicas por medio del programa SeqAid (II> versión 3.6
(Rhoads and Roufa, 1989). La comparación de secuencias, tanto de nucleótidos
como de aminoácidos, se realizó con el programa Clustal W versión 1.6
(Thompson eL al., 1994).
13. CLONAJE DE GENES HC CORRESPONDIENTES A LOS AISLADOS PPV
3.3 Y 5.15 EN CLONES DE GENOMA COMPLETO DE PPV.
Las regiones codificadoras del HG correspondientes a los clones p1HC3.3 y
pIHG5.15 se han introducido en los clones pR3 y pNAT. Los distintos pasos del
clonaje se ilustran en la figura 5. Los clones obtenidos se han designado como
pR3/3.3, pR3/5.15, pNAT/3.3 y pNAT/5.15.
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homóloga obtenida a partir del subclon pGG5S6. Las nuevas construcciones se
denominaron pMat-R3/ 3.3, pMat-R3/5.15, pMat-NAT/3.3 y pMat-NAT/ 5.15.
Los clones obtenidos se emplearon igualmente en experimentos
denominados “de marcha atrás” en los que el fragmento Pvu ll-Sal 1 (ver figura 5>
que contiene la secuencia del HG de los aislados FF17 3.3 y 5.15 fue reemplazado
por el original correspondiente al clon pGG5S6. Los plásmidos obtenidos se han
designado como pMat-R3/3.3, pMat-R3/5.15, pMat-NAT/3.3 y pMat-NAT/5.15.
Una región de 2.395 nucleótidos comprendida entre las dianas de
restricción Rsr II y Dra III (ver figura 5) que contiene la región codificadora del HG
junto con parte de la Fi y de la P3 de los plásmidos pR3/3.3, pR3/5.15, pNAT/3.3
y pNAT/5.15 se ha intercambiado por la correspondiente en el clon pIG. Los
clones obtenidos con este procedimiento, denominado de “marcha adelante”, se
han designado como pIG-R3/3.3, pIG-R3/5.15, pIG-NAT/3.3 y pIG-NAT/5.15 y
fueron inoculados directamente en forma de ADN en planta.
14. CONSTRUCCIÓN DE QUIMERAS DE PPV QUE CONTIENEN EL GEN
HC DE LOS AISLADOS PVY-O AT Y PVY-O NAT.
Se han creado virus quiméricos sustituyendo el HG de FF17 en el plásmido
pIG por el correspondiente de los aislados PVY O AT y PVY O NAT. El HG de PVY
O NAT presenta un cambio aminoacidico en posición 334 (Lys por Asn) en el
motivo K1TG al que se atribuye la pérdida de transmisibilidad por pulgones de
este aislado (Canto eL al., 1995b; Llave, 1999). Las quimeras resultantes se han
nombrado pQ-OAT y pQ-O NAT, respectivamente y su construcción se representa
en la figura 6. Los cebadores empleados en elclonaje aparecen en la tabla 2.
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los pares de enzimas de restricción Lp 1/Mio 1 y Mio 1/Dra III, respectivamente y se introdujeron
en el plásmido pGG5S6 en una reacción de triple ligación. El clon resultante ¡se denominó pGG5S6*
y consistía en un plásmido pGG5S6 con una deleción de la secuencia correspondiente al HG y con
dos nuevas dianas de restricción (Ram Hl. Xho 17). C) A partir de clones disponibles en nuestro
laboratorio (pMal-PVYHC) se amplificó la región codificadora del HG de PVY (PGR 3) empleando
los cebadores Q3 y Q4 (tabla 2). Mutaciones en el cebador Q3 derivaron en la sustitución del
dipéptido NA <PPV) por DF (PVY) en la secuencia SNAEN correspondiente al extremo amino
terminal del HG de PVY. D) Este fragmento que contenía la secuencia de HG de PVY se introdujo
en el vector pGG5S6* por medio de las enzimas Bam Hl y Mio 1, siendo necesario un paso
intermedio a causa de la existencia de una diana interna Xho 1: el fragmento se digirió con las
enzimas Ram Hl/Me 1 y paralelamente con Nde 1/Mio 1. E) Las porciones Ram Hl-Me 1 de la
primera digestión y ¡‘¡de 1-Mio 1 de la segunda se introdujeron en el vector pGG5S6~ linearizado
con las enzimas Ram Hl y Mio 1. El clon resultante se denominó pGG5S6-HC PVV. E) Finalmente,
el clon pGG5S6-HG PVY se digirió con las enzimas de corte único Lp 1 y Dra III y el fragmento
resultante, con la región quimérica, se sustituyó en el plásmido pIC de genoma completo de PPV
Rankovik. Con este proceso se obtuvieron dos construcciones quiméricas que contenían la
secuencia del HG del aislado PVY O Al (pQ-OA’fl o bien la del aislado PVY Q NAT (pQ-ONAT).
Tabla 2. Secuencias de los cebadores empleados en la construcción de las quimeras de PPV que
contienen el HG de PVY.
a El signo (+) junto al nombre indica secuencia igual a la viral, mientras que el signo (-) indica
secuencia complementaria a la viral.
b Numeración de los cebadores 279, QI, Q2 y 271 según Lain et al., (1989) para el aislado PFV
Rankovik. Los cebadores Q3 y Q4 se numeran atendiendo a la secuencia publicada para PVY O AT
(Canto et aL, 1995b)
Las secuencias de las dianas de restricción aparecen señaladas en negrilla. Los nucleótidos
subrayados representan las mutaciones diseñadas para generar dianas de restricción y, en el caso
de Q3, cambio de aminoácido.
d Los nucleótidos en cursiva pertenecen a la secuencia del HG de PVY, siendo el resto de PPV.
NOMBREa POSIG.b DIANA SEGUENGIA 5’~ 3’c
279 (+) 273 - CI’CTGCAGGAGAGGGCCAAAAAGTCTC
Ql (-) 1082 Mio ¡-Ram Hl ACCGGTGGAGGCCrGGATGGGAGTAGTGGATrATC
Q2 <+) 2443 Mio 1 GAGGTC17GGAGGTGGATAAGTGTGAC
271 (-) 3045 - TGTCGTACCTGCCTCG
Q3 (+) 1046 Ram Hl GTGGGATGGAGACAATTT2TGGAAGGd
Q4 <-) 2407 Xliii, 1 ATCTGGAGACCACCAACTCTATACTCTTTTATATCACd
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15. INOCULACIÓN DE PLANTAS CON CONSTRUCCIONES VIRALES
La inoculación de las construcciones descritas anteriormente se realizó en
forma de transcritos de ARN (en el caso de los clones con un promotor
transcripcional T7) o bien directamente en forma de ADN purificado (en el caso de
las construcciones con un promotor 358).
15.1. Transcripción in vito de ARN viral
Los clones de genoma completo de FF17 conteniendo el promotor
transcripcional T7 se digirieron con las enzimas Fmi II y PsL 1 para liberar un
fragmento que contenía la secuencia codificadora del virus. Este producto de la
digestión se analizó por electroforesis en gel de agarosa y se empleó como molde
para una reacción de transcripción catalizada por la enzima T7 ARN polimerasa
en presencia del cap-análogo m7GpppG (Kit de transcripción SP6/T7, Boebringer)
(Dolja eL al., 1992). Una alicuota del producto de reacción se analizó en gel de
agarosa al 1%.
15.2. Inoculación de transcritos de ARN en planta
El producto de transcripción se diluyó en un mismo volumen de tampón de
inoculación de ARN (110 mM pirofosfato sódico pH 9, 3 mM EDTA, 3% p/v
bentonita> y se aplicó manualmente sobre hojas de planta sana de N. benLhamiana o
N. clevelandíi espolvoreadas con celite. Las plantas se lavaron y cubrieron con
papel húmedo, como se describe en el apartado 4.
15.3. Inoculación de ADN purificado en planta
Entre 1 y 2 gg del plásmido pIG así como las construcciones pIG-R3/3.3,
pIC-R3/5.15, pJG-NAT/3.3, pIG-NAT/5.15, pQ-OAT y pQ-OÑAT se inocularon
directamente sobre las hojas de modo manual como se indicó en el apartado
anterior. En el caso de las quimeras pQ-OAT y pQ-ONAT la inoculación se realizó
además empleando el sistema Helios Cene Gun (Bio Rad). El ADN purificado se
precipitó sobre partículas de oro que a continuación se adhirieron al interior de
pequeños cilindros plásticos que se dispusieron en el cargador de una pistola de
helio. Gada cilindro contenía aproximadamente 1 pg de ADN ~‘ se descargó sobre
dos hojas de una misma planta.
Las plantas empleadas en las inoculaciones fueron N. benthamiana, N.
clevelandií y, ocasionalmente, N. Labacum, var. Xanthi.
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Las plantas infectadas con las construcciones quiméricas portadoras del gen
HC de PVY se analizaron en ensayos Western blot para comprobar la expresión de
la proteína HG en planta. Se emplearon los anticuerpos monoclonales para HG de
FVY 8B9 y lAII (Canto eL al., 1995a) a una dilución 1/3000.
16.2. Análisis de acumulación de las quimeras de PPV en planta
Para obtener una estimación de la acumulación de los ‘virus quiméricos en
N. benLliamiana se tomaron muestras a los 7, 15 y 30 días posteriores a la
inoculación. Unos 200 mg de hoja situada 3 nudos por debajo de la hoja más joven
infectada sistémicamente se trituraron en tres volúmenes de tampón 2X (Laemmli,
1970). Los macerados se hirvieron 5 minutos y posteriormente se centrifugaron 1
mmuto a 12.000 rpm en microfuga.
Las proteínas del extracto se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por
Western blot empleando consecutivamente anticuerpos policlonales para HG de
PVY y anticuerpos anti-conejo conjugados con peroxidasa.
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2. Transmisión de aislados de PPV.
2.1. Transmisión planta a planta
Trabajos anteriores en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto la falta de
transmisibilidad por pulgones del aislado FF17 3.3 así como la transmisión de FF17
5.15 (López-Moya., 1995>. Estos datos se han recogido en la tabla 4 junto con los
resultantes de nuevos experimentos de transmisión para los aislados FF17 R3 y R3-
NAT.
Tabla 4. Transmisión por pulgones en experimentos planta a planta en N. benthamiana.
a Número de plantas infectadas sobre el totalde plantas empleadas
Resultado de dosexperimentos independientes
O Resultado de cuatroexperimentos independientes
Únicamente resultaron transmisibles por pulgones los aislados PPV 5.15 y
10, si bien en este último el porcentaje de transmisibilidad fue bajo (8,92%). Los
aislados PPV 3.3 y R3-NAT, que comparten idéntica deleción en el extremo amino
terminal de su CF, no se transmitieron por pulgones en estos experimentos.
2.2. Transmisión a través de membranas
En ocasiones virus no transmisibles por pulgones en experimentos planta a
planta han podido ser transmitidos empleando un sistema artificial de membranas
en el que el virus purificado se complementa con un HG de un potyvirus
transmisible. Este es el caso de PPV 3.3, cuya transmisión resulta positiva al
intervenir en el proceso el HG de PVY N (López-Moya eL aL, 1995), lo cual indica
que la no transmisibilidad natural de este aislado podría deberse a una alteración
en su HG más que a la deleción de la GP.
Con el fin de comprobar si el comportamiento de PPV R3-NAT en
transmisión resultaba similar al de FF17 3.3 se realizaron experimentos empleando
AISLADO TRANSMISIÓN~ % TRANSMISIÓN
5.15 12/36b 40 %
3.3 Q/30h -
R3 5/56’ 8,92%
R3-NAT 0/50’
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el sistema de membranas descrito con la participación del HG de PVY O AT
parcialmente purificado. Las preparaciones del HG se analizaron previamente por
análisis Western-blot para verificar la presencia de la proteína (figura 11).
Figura ti. Análisis Western-blot del purificado final del
HG del aislado PVY O Al. El MC aparece como una
proteína de peso molecular aproximado de 50 kDa
acompañada de bandas de menor peso que podrían
corresponder a degradaciones del HG durante el proceso
de purificación. Los carriles 1, 2 y 3 contienen diluciones
1/2, 1/5 y 1/10, respectivamente, de la purificación.
Al igual que ocurría con PPV 3.3, el aislado FF17 R3-NAT resultó
transmisible por pulgones al intervenir en el proceso un HG heterólogo funcional,
mostrando, al igual que lo hiciera PPV 3.3, un porcentaje de transmisión superior al
de FFV 5.15 (tabla 5).
Tabla 5. Transmisión por pulgones en experimentos de adquisición a través de membrana.
a Las soluciones contenían PP~¿ purificado, a la concentración indicada @g/mI), junto con HG parcialmente
gurificado a partir de plantas infectadas con PVY-N o PVY O AT.
Datos de López-Moyaa al., 1995.
c Número de plantas infectadas sobre el total de plantas empleadas.
98 Ml 2 3
64 ~>
so, >t~v~ 4~~*HC
Solución de alimentación
Aislados PIN itg virus /ml HG PVY Tansmisiónb %Transmisión
200 - 0/12
200 HG PVY-N 9/20 45
100 HG PVY-N 5/18 27.77
b3.3 200 - 0/12
200 HG PVY-N 16/20 80
100 HG INY-N 4/18 22.22
R3-NAT 200 - 0/15 i -
200 HC PVY O AT 14/15 93.33
150 HG INY O AT 11/15 73.33
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ResuLtadás 
Ml 2 3 
Se obtuvieron nueve cl con la región codificadora del HC del aislado 
WV 3.3 y cinco del aislado PPV 5.15. Las secuencias nucleotidikas y aminoacídicas 
de dichos clones se muestran en las figuras 17 y 18, respectivamente. Hemos 
establecido una secuencia consenso común a los dos aislados, de modo que en cada 
clon únicamente se indican las diferencias con respecto a dicha secuencia. 
Figura 16. Amplificacih por R’f/PCR a partir de ARN 
vira1 de las regiones codificadoras del HC de WV. 
M: marcacores de peso molecular (2. Eco RI/Hind III) 
1: HC amplificaco del aislado PPV 5.15 
2: HC amplificado del aislado PPV 3.3 
3: amplificación con!rol, sin ARN vira1 
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Figura 17. Secuencias nucleotídicas obtenidas para el HC de los aislados WV 3.3 y 5.15. El número 
inicial con que se ha designado cada clon indica la PCR de la cual procede el cDNA clonado, de 
modo que cuando dos clones se han obtenido a partir de una misma PCR se diferencian como (A) o 
(B). Las diferencias encontradas en cada clon se indican bajo una secuencia consenso. Las 
mutaciones que determinan un cambio de aminoácido aparecen subrayada La presencia de un 
mismo residuo se indica por el símbolo “.“. Numeración según Laín et al., 1989. 
Figura 18. Secuencias de aminoácidos de los clones con el HC de los aislados PPV 3.3 y 5.15. El 
número inicial con que se ha designado cada clon indica la PCR de la cual procede el cDNA 
clonado, de modo que cuando dos clones se han obtenido a partir de una misma PCR se diferencian 
como (A) 9 (B). Las diferencias encontradas en cada clon se indican bajo tina secuencia consenso. 
La presencia de un mismo residuo se indica por el símbolo “.” Numeración segtin Laín et al., 1989. 
En los nueve clones del HC de WV 3.3 se encontraron un total de 24 cambios 
nucleotidicos con respecto a la secuencia consenso establecida, 14 de los cuales 
dieron lugar a mutaciones en la secuencia de aminoácidos (tabla 6). En el caso de 
PPV 5.15 en los cinco clones secuenciados aparecieron 21 nucleótidos mutados que 
determinaron 6 cambios aminoacídicos (tabla 6). A la vista de estos datos se podría 
intuir en principio que, aunque la tasa de mutación nucleótidica parece superior 
para el aislado PPV 5.15 que para el 3.3, el numero de mutaciones de aminoácidos 
de la proteína HC es mas elevado en el caso de PPV 3.3. 
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Tabla 6. Resumen del número de diferencias nucleotidicas y aminoacídicas encontradas en los 
clones de HC de WV 3.3 y 5.15 con respecta a la secuencia consenso. En la columna derecha figuran 
los aminoácidos mutados en cada clon, indic&ndose la posición de los mismos y a continuación el 
nuevo aminoácido que ocupa dicha posición como consecuencia de la mutación. 
Numeración según Laín et al., 1989. 
CLON N” CAMBIOS N’ CAMBIOS AMINOÁCIDOS 
HC PPV NUCLEÓTIDOS AMINOÁCIDOS CAMBIADOS 
pl nc 3.3 8 3 L442W 1580v, G650S 
p2 HC 3.3 1 0 
p3 HC 3.3 (A) 4 4 %dG F532L GxR h5V 
p3 HC 3.3 (B) 2 0 
p4 HC 3.3 (A) 4 2 %32K Y763C 
p4 HC 3.3 (B) 2 2 %zoQ %72Q 
P5 HC 3.3 0 0 _ 
F6 HC 3.3 2 2 V3aAQ353R 
pHF HC 3.3 1 1 F724L 
TOTAL 24 14 
pl HC 5.15 1 0 
p2 HC 5.15 1 0 
p3 HC 5.15 6 2 hV< V597A 
p4 HC 5.15 5 1 haz 
pHF HC 5.15 8 3 WdJ bso~t J-6231 
TOTAL 21 6 
Todos los clones obtenidos presentaban al menos un cambio nucleotidico 
con respecto a la secuencia consenso, a excepción de p5HC 3.3. Los clones plHC3.3, 
p3HC5.15, p4HC5.15 y pHF-HC5.15 coincidieron en los cambios nucleotfdicos 
C14eA, T1736C, TuwC, AISUG y A2432G (figura 17). El nucleótido CMS también 
aparece mutado en el clon p3 HC3.3(B) que presenta una T en esta posición (figura 
17). De estos cambios, únicamente el ANUG determinó una mutación en la 
secuencia de aminoácidos de la proteína HC, apareciendo un residuo de Val en 
lugar de la Ile original @XIV) (figuras 18). Los clones pZJfKZ3.3, plHC5.15 y 
p2HC5.15 coincidieron, por su parte, en el cambio nucleotidico AIMG (figura 17). 
Tanto en el caso del HC de PPV 3.3 como en el del 5.15 las mutaciones de 
aminoácidos se disponían a lo largo de toda la secuencia proteica, como puede 
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verse en la figura 19 en la cual se representa en dos secuencias independientes los 
cambios encontrados en los clones de PPV 3.3 y PPV 5.15. 
PP” 3.3 
PP” 5.15 
PP” 3.3 
WV 5.15 
PPV 3.3 
PP” 5.15 
PPV 3.3 
PP.! 5.15 
Figura 19. Comparación entre los cambios aminoacídicos encontrados en los clones que contienen el 
HC de PPV 3.3 y de PF’V 5.15. 
Numeración segbn Laín et al., 1989. 
En los clones p3HC3.3 (A) y p6HC3.3 aparecen las mutaciones EMG y VwA, 
Q353R, respectivamente localizadas en el interior de la región rica en cisteínas de la 
regibn amino terminal de la proteína HC, (figuras 18 y 19), si bien no afectan a los 
residuos conservados de Cys o His ni a ninguno de los aminoácidos del motivo 
KITC (figura 20). 
El motivo conservado ITK implicado en transmisión de virus por pulgones 
tampoco se vi6 afectado por niuguna de las mutaciones encontradas en los 
diferentes clones de HC de PPV 3.3 y 5.15, si bien en el clon pHF HC5.15 apareció 
un cambio de Leu a Ile en posición 583 (figuras 19 y 20), siendo ,mbos aminoácidos 
hidrofóbicos y sin carga. 
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de diferentes potyvirus correspondientes 
a las regiones del HC con residuos implicados en el proceso de transmisión por pulgones. Las 
posiciones de las mutaciones de los clones p3 HC3.3(A) y p6 HC 3.3 se señalan con una flecha. A) 
alineamiento de la región rica en Cys del extremo amino terminal del HC que contiene el motivo 
altamente conservado WC. Posiciones 309 a 370. B) alineamiento de la región entre las posiciones 
5% a 624 en la cual se encuentra el motivo PTK, altamente conservado. 
a, aminoácido básico; b, aminoácido polar sin carga; c, aminoácido hidrofóbico apolar; d, 
aminoácido polar con carga negativa. 
Numeración según Laín et al., 1989 para PlV Rankovik. 
Existen ciertos cambios aminoacídicos cuya mutación tiene como 
consecuencia la perdida de transmisión por pulgones de diferentes potyvirus, y que 
no siempre afectan a los mencionados motivos KITC y ITK (figura 21). Las 
mutaciones de los distintos clones del HC no coincidieron tampoco con ninguno de 
estos residuos. 
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igualmente esencial para la autoproteolisis del HC por su extremo carboxilo 
(Carrington et al., 1989; Carrington y Herndon, 1992; Kasschau y Carrington, 1995). 
7. Clonaje y secuenciación del gen CP de aislados españoles de PPV. 
Empleando la metodología descrita en el apartado ll de materiales y 
métodos se amplificaron fragmentos de aproximadamente 1.000 nucleótidos que 
contentan las secuencias de la CP de los aislados PPV 3.3 y 5.15 (figura 22). 
M 1 2 3 
Figura 22 Amplificacibn por RT/PCR a partir de ARN 
vira1 de las regiones codificadoras de la Cl? de PI%‘. 
M: marcacores de peso molecular (h Eco RI/Hind III) 
1: amplificación con!ml, sin ARN vira1 
2: región Cl’ amplificada del aislado PPV 3.3 
3: región Cl’ amplificada del aislado Pl’V 5.15 
Se obtuvieron tres clones con la región codificadora de la CP del aislado PPV 3.3 y 
dos del aislado PPV 5.15. Las secuencias nucleotidicas y aminoacídicas de dichos 
clones se muestran en las figuras 23 Y 24, respectivamente. Al igual que en el caso 
del HC, hemos establecido una secuencia consenso común a los dos aislados, de 
modo que en cada clon únicamente se indican las diferencias con respecto a dicha 
secuencia. 
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Figura 23. Secuencias nucleotfdicas de los clones que contienen la región codificadora de la Cl’ de 
los aislados PPV 3.3 y 5.15. El número inicial con que se ha designado cada clon indica la PCR de la 
cual procede el cDNA clonado, de modo que cuando dos clones se han obtenido a partir de una 
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misma PCR se diferencian como (A) o (B). Los cambios encontrados en los clones se indican bajo una 
secuencia consenso. Las mutaciones que determinaron un cambio en la secuencia de aminoácidos 
aparecen subrayadas. La presencia de un mismo residuo se indica con el símbolo “.” y la falta de un 
aminoácido viene indicada por “-“. Los nucleótidos señalados como “W fueron específicos para 
cada aislado por lo que no se han considerado como mutaciones. Numeración según Lain et al., 
Figura 24. Secuencias de aminoácidos de los clones que contienen la región codificadora de la Cl’ de 
los aislados Pl’V 3.3 y 5.15. El número inicial con el que se ha designado cada clon indica la PCR de 
la que procede el cDNA clonado, de modo que cuando dos clones se han obtenido a partir de una 
misma PCR se diferencian como (A) o (B). Los cambios encontrados en los clones se indican bajo una 
secuencia consenso. La presencia de un mismo residuo se indica por el símbolo “.” y la falta de un 
aminoácido viene indicada por “-“. El aminoácido señalado como “*’ resultó específico para cada 
aislado, por lo que no se consideró como mutación. Numeración según Laín et al., 1989. 
En los tres clones secuenciados para la CP de PPV 3.3 aparecieron dos 
mutaciones nucleotidicas, una de las cuales se tradujo en un cambio de aminoácido 
(tabla 7). En el caso de WV 5.15 fueron tres los cambios de nucleótidos 
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encontrados, dando lugar a dos mutaciones en la secuencia de aminoácidos de la 
CT. 
Tabla 7. Resumen del número de diferencias nucleotídicas y aminoacídicas entre los clones de la Cl’ 
de PI’V 3.3 y 5.15. En la columna derecha aparecen los aminoácidos mutados indicándose la 
posición de los mismos y a continuación el nuevo aminoácido que ocupa dicha posición. 
Numeración según Laín et al., 1989. 
CLON N” CAMBIOS N” CAMBIOS AMINOÁCIDO! 
HC PPV NUCLEÓTIDOS AMINOÁCIDOS CAM@IADOS 
pl Cl’ 3.3 (A) 0 0 
pl Cl’ 3.3 (B) 1 1 &míV 
p2 CP 3.3 1 0 
TOTAL 2 1 
pl CP 5.15 3 2 b.903G, E31zoV 
p2 CP 5.15 0 0 
TOTAL 3 2 
Las mutaciones de nuclebtidos aparecieron en clones independientes 
y en ningún caso una misma mutación se repitió en dos clones. Los clones 
procedentes del aislado PPV 3.3 se diferenciaron de los obtenidos a partir del ARN 
de PPV 5.15 en los nuclebtidos en posiciones 8727,892l y 8945 (figura 23). Una de 
estas diferencias de nucleótidos se tradujo en diferencia de aminoácido entre los 
dos aislados en la posición 2861 (fig ura 24). Estas diferencias entre clones se han 
atribuido a cambios específicos de cada aislado y no se consideran mutaciones. 
Todos los clones obtenidos para el aislado PPV 3.3 presentaron una deleción 
de 45 nucleótidos que determinó la falta de 15 aminoácidos en la región amino 
terminal de la CP. La deleción afecta a una secuencia de aminoácidos DAG 
implicada en transmisión (Pirone, 1991; Atreya et al., 1995, Blanc et al., 1997; López 
Moya et al., 1999) convirtiendola en la secuencia DAL. 
En el extremo amino terminal de la CP de PPV aparece un segundo motivo 
DAG en posición 2908 separado del primero por 84 aminoácidos (figura 25). En el 
caso de PPV 3.3 los dos motivos se separan únicamente por 66 aminoácidos debido 
a la deleción de quince residuos localizada en esta regibn. La aparición de un 
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segundo motivo DAG o similar en la CP podría ser una característica comtm en 
potyvirus (figura 25) (López-Moya et aZ., 1989). Estos motivos DAG se encuentran 
separados entre sí y del extremo amino de la protema por un numero variable de 
residuos para cada potyvirus. 
Figura 25. Secuencias aminoacídicas de la región amino terminal de la Cl’ de diferentes aislados de 
potyvirus: PPV (J.aín et al., 1989), PSbMV (Johansen et al., 1991), I’eMoV (Teycheney & Dietzgen, 
1994), TVMV (Domier et al., 1986) y TEV (Allison et al., 1986). Los motivos DAG o similares aparecen 
en recuadros. Numeración según Laín et al., 1989, 
8. Clonaje de los genes HC de los aislados PPV 3.3 y 5.15 en clones de genoma 
completo de PPV. 
8.1. Sustitución de la región HC de los clones pR3 v pNAT por la correspondiente 
de los aislados Pl’V 3.3 v PPV 5.15. 
Con el fin de comprobar el efecto de las mutaciones encontradas en los 
clones de HC de los aislados WV 3.3 y 5.15 sobre la transmisibilidad por pulgones 
de WV se sustituyó la región correspondiente al HC de los clones pR3 y pNAT de 
genoma completo de PPV Rankovik por la obtenida de plHC3.3 y plHC 5.15. La 
protema HC codificada en el clon plHC3.3 contiene tres mutaciones de 
aminoácidos en su secuencia, una de las cuales supone un cambio de un 
aminoácido hidrofóbico y sin carga a uno nuevo hidrofílico y con carga positiva 
(LJ~H). En las dos mutaciones restantes los nuevos aminoácidos mantienen las 
caractertsticas de los originales &28V, G6ssS). El efecto sobre la funcionalidad del 
HC de mutaciones en estas posiciones no es conocido, si bien el residuo de Gly 698 
se integra en una secuencia GYCY (Gly-Tyr-Cys-Tyr) que se ha descrito como 
esencial para el autoprocesamiento del HC por su extremo carboxilo. La proteína 
HC codificada por el clon lHC5.15 no contiene ninguna mutación. 
63 
Los clones pR3 y pNAT que contenían las secuencias descritas de PPV 3.3 y 
5.15 se denominaron pR3/3.3, pR3/5.15, pNAT/3.3 y pNAT/5.15. Los resultados 
de infectividad de los transcritos obtenidos para dichos clones (figura 25) en planta 
se detallan en la tabla 8. 
21226 
5148 1, 
Figura 26. Transcripción reversa de las constmcciones en los clones pR3 y pNAT. Línea M: 
marcadores de peso molecular, línea 1: transcripción control del clon pR3, línea 2: transcripción del 
clon pR3/3.3, línea 3: transcripción del clon pR3/5.15, linea 4: transcripción del con pNAT/3.3. linea 
5: transcripción del clon pNAT/5.15. 
Tabla 8. Inoculación de plantas de h? benthamiana con los transcritos obtmidm a partir de los clones 
pR3 y pNAT que contienen secuencias de HC de los aislados españoles PPV 3.3 y 5.15. 
CONSTRUCCIONES” INFECTIVIDAD 
pR3b 9/22c (40,9O%)d 
pR3/3.3 O/D 
pR3/5.15 0/26 
pNAT/3.3 0/22 
pNAT/5.15 lOp.2 (45,45%) 1, 
= Cada una de las construcciones se obtuvo por duplicado en dos procesos independientes y se inocularon al 
fw”os en dos experimentos difemtes 
El clon pR3 fue inoculado como control positivo 
c Número de plantas infectadas sobre el número total de plantas inoculadas 
d Entre paréntek se indica el porcentaje de infectividad 
Las construcciones pR3/3.3 y pNAT/3.3, que contenían el HC del aislado 
PPV 3.3 con las mutaciones b&I, &sV, G,&3, no fueron capaces de infectar planta 
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infectivos en todos los casos, a excepción de pMat-R3/5.15 (tabla 9), lo cual indica 
que la construcción pR3/5.15 posee alguna alteración fuera de la zona 
intercambiada del HC que afecta a la infectividad de la misma. 
Tabla 9. Inoculación de plantas de N. bmfhamiana con transcritos de los clones de WV Rankovik 
obtenidos por experimentos de “marcha atrás” a partir de las construcciones pR3/3.3, pR3/5.15, 
pNAT/3.3 y pNAT/5.15. 
CONSTRUCCIONES INFECTIVIDAD EN 
“MARCHA ATRÁS” PLANTA’ 
PREZ 3/8’ 
pMat-R3/3.3 1/8 
pMat-R3/5.15 W 
pMat-NAT/3.3 4/8 
PMat-NAT/5.15 2/8 
b El clon pR3 se transcribió a ARN y se ino~ló como control positivo 
Resultados de dos inoculaciones independientes 
’ Número de plantas infectadas sobre el número total de plantas inoculadas 
El hecho de que en las construcciones pR3/3.3 y pNAT/3.3 al sustituir el HC 
3.3 por el de Rankovik los clones resulten infectivos @Mat-R3/3.3, pMat-NAT/3.3), 
indica que en este caso el HC 3.3 es el causante de la perdida de infectividad en los 
clones pR3/3.3 y pNAT/3.3. 
8.3. Comprobación “marcha adelante” para los clones pR3 v pNAT que contienen la 
secuencia HC de los aislados WV 3.3 v 5.15. 
El clon pIC ofrece diversas ventajas frente a pR3 y pNAT por tratarse de un 
clon que permite su inoculación en forma de ADN, mostrando una infectividad del 
60% para dosis de 0,5 a 1 ug de ADN, y próxima al 80% para dosis de 1,5 a 2 pg de 
ADN (Lbpez-Moya, comunicación personal) frente a una infectividad del 49% 
conseguida con transcritos de ARN del clon pR3 (Riechmann et pl., 1990). 
La región codificadora del HC del clon pIC se sustituyb por la homóloga 
obtenida a partir de los clones pR3/3.3, pR3/5.15, pNAT/3.3 y pNAT/5.15 en 
experimentos denominados “de marcha adelante”. Las construcciones resultantes 
se designaron pIC-R3/3.3, pIC-R3/5.15, pIC-NAT/3.3 y pIC-NAT/5.15, si bien en 
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El porcentaje de infectividad del clon pIC fue de un 75% para dosis de 
in6culo entre 1 y 1,5 pg de ADN, resultado esperado de acuerdo con los datos de 
infectividad existentes para este clon (López-Moya, comunicación personal). Las 
construcciones pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 mostraron porcentajes de infectividad 
de 68,42% y 73,68%, respectivamente, para dosis similares de imkulo, resultado 
equiparables al encontrado para el control pIC, si bien con el riúmero de datos de 
que se dispone estos resultados serían únicamente orientativos. 
9. Transmisión de las construcciones en clones completos de PhV. 
Las plantas infectadas con las construcciones pNAT/5.15 ose emplearon como 
fuente de virus en experimentos de transmisión por pulgón planta a planta. El resto 
de las construcciones en los clones pR3 y pNAT no pudieron ser ensayadas en 
transmisibn al no resultar infectivas. Las plantas infectadas con las construcciones 
pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 se utilizaron igualmente eri experimentos de 
transmisibn. Los resultados figuran en la tabla 11. 
Tabla ll. Transmisiones Por pulgones en experimentos planta a planta a partir de N. bmthamiana 
infectadas con las construcciones pNAT/5.15, pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15! 
CONSTRUCCIONES’ TRANSMISI6W % TRANStiISIóN 
pR3 1/41c 2,4+ 
pNAT 0/54C 
pNAT/5.15 0/56c _ 
PIC 1/29d 3.1 
PIC-R3/5.15 12/2w 42.85 
pIC-NAT/5,15 10/22d 45.43 
8 pNAT y pIC se han empleado como controles en la transmisión por tratarse de lps clones empleados para 
crear las construcciones. pR3 se empleó como un control complementario. 
b Número de plantas infectadas sobre el número total de plantas inoculadas 
= Resultado de tres experimentos independientes 
d Resultado de dos experimentos independientes / 
Las transmisiones a partir de plantas infectadas con ‘pNAT/5.15 fueron 
negativas. Cuando el HC 5.15 aparecía en un genoma pIC (pIC-R3/5.15 y pIC- 
NAT/5.15) la transmisión resultó positiva. Conviene recordar :que la construcción 
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pIC-NAT/5.15 posee una CP completa y que las siglas NAT hacen referencia al 
clon pNAT/5.15 del que procede la secuencia del HC. Por tanto la no transmisión 
de pNAT/5.15 parece deberse a una causa ajena a la secuencia del HC, como 
podria ser la deleción que este clon contiene en su Cl?. Esto parece contradecir los 
resultados conseguidos en experimentos de transmisi¿m por sistema artificial de 
membrana de los aislados PPV 3.3 y PPV R3-NAT ( ver apdo. 2.2 de esta sección) en 
los cuales dichos aislados se transmitían por pulgones cuando intervenía en el 
proceso un HC funcional de otro potyvirus, el PVY. 
Por otra parte, llama la atención el hecho de que en los casos en que el clon 
pIC contiene la secuencia del HC del aislado PPV 5.15 (pIC-R3/5.15 y pIC- 
NAT/5.15) la transmisión por pulgones se ve notablemente incrementada (tabla 
ll). La comparación de las regiones codificadoras del HC del clon pIC asf como de 
pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15, con el fin de encontrar alguna diferencia entre ellas 
que explicase el distinto comportamiento en transmisión, puso de manifiesto la 
existencia de dos aminoácidos diferentes entre el HC de pIC y el HC 5.15 que 
contienen pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 (figura 29). 
Figura 29. Comparación de la secuencia correspondiente al HC de los clones pIC y pIC-R3/5.15. 
En la posicibn 551 del HC de pIC aparece un aminoácido Lys mientras que 
en el HC 5.15 de pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 encontramos una Arg en la misma 
posición, siendo ambos aminoácidos básicos e hidrofflicos. El /segundo cambio se 
localiza en la posición 702 ocupada por una Val en el caso del IYIC de pIC y por una 
Ile en el HC de pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15. 
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Paralelamente se llev6 a cabo la secuenciación de la región codificadora de 
la CP de los clones pIC, pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15. La CP, en principio, deberfa 
ser idéntica en los tres clones, ya que pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 se obtuvieron a 
partir del clon pIC por modificaciones en la región 5’ de su genoma, y en ningún 
caso de la Cl’. Como era de esperar, no se encontró ninguna piferencia entre las 
regiones de la Cl? de los tres clones. 
10. Construcción de las quimeras PPV-HC PVY. 
El hecho de que los aislados PPV 3.3 y R3-NAT, no transmisibles por 
pulgones, así como PPV 5.15 sean capaces de transmitirse al intervenir en el 
proceso un HC funcional de WY hace suponer que la expresión de dicho HC en 
WV posibilitarfa la transmisión de los diferentes aislados de PPV. Con el fin de 
comprobar este punto se procedió a sustituir la región codificadora del HC en 
clones de genoma completo de PPV Rankovik (pIC) por la/ correspondiente a 
aislados de PVY. El clon pIC se ha seleccionado frente a pR3 y ia pNAT por ser de 
manejo más fácil y por presentar un porcentaje de infectividad en planta superior al 
de estos. Este clon no presenta la deleción de la CP de WV 3.3 y ‘R3-NAT. 
La sustitución de la secuencia codificadora del HC en’ el clon pIC por la 
hombloga de PVY dio lugar a un HC quimérico compuesto por $51 aminoácidos de 
los cuales los 3 iniciales corresponden a la secuencia de PPV mientras que el resto 
pertenecen al HC de los aislados PVY 0 AT o WY 0 NAT, denominándose por ello 
quimeras pQ-OAT y pQ-ONAT, respectivamente (figura 6, materiales y métodos). 
Los clones pQ-OAT y pQ-ONAT se emplearon para inocular plantas de N. 
benthamiana, N. clevelandii y N. tubacum var. Xanthi siguiendo los procedimientos de 
inoculación mecánica tradicional y/o inoculación por disparo con pistola de helio 
(Gene Gun) (apdo. de Materiales y Métodos). Las dos construcciones resultaron 
infectivas en plantas de N. benthamiuna, mientras que en N. ckvelandii la quimera 
pQ-ONAT no consiguió infectar ninguna planta, con el numero de ensayos 
realizados (tabla 12). Ninguna de las dos quimeras infectó plantas de tabaco. 
En inoculaciones mecánicas el clon pQ-OAT no infectó en ningún caso, 
mientras que pQ-ONAT logró infectar una planta de N. benthamiana. En 
inoculaciones con el sistema Gene Gun la situación fue la inversa, resultando 
infectivo únicamente el clon pQ-OAT, si bien la dosis de inóculo fue doble a la 
empleada para pQ-ONAT. 
Ninguna de las quimeras infectó plantas de N. tubacum var. Xanthi, huésped 
de PVY pero no de PPV. / 
70 
Tabla 12. Inoculación de las quimeras PPV-HC PVY en planta. / 
INOCULACIÓN DE ADN PLANTAS INOCULADAS 
CONSTRUCCIONES INOCULAD@ N. benthamiana N. cL?vehdii Xanthi 
Mecánicas 
PIC 1 w 9/11 _ v2 
pQ-OAT 2 Pg 0/19 _ ( 0/5 
pQ-ONAT 2% 1/19 w5 
Gene GUI+’ 
PIC 0.015 Fg w 3/3 / 
pQ-oAT 1 w 1/1 218 I 
pQ-ONAT 0.5 PEZ W 0/8 ~ 
a Las inoculaciones en N. benthamiam se realizaron en tres experimentos diferentes mkzntras que los datos en N. 
tabamm va. Xanthi corresponden a una ímica inoculación. El clon pIC se empleó c&w control positivo de la 
inoculación. 
b Resultados de un único experimento. El clon plC se inocul6 como control positivo. 
c pg de ADN de cada construcción inoculados por planta. En el caso de pQ-ONAT la cantidad obtenida para 
cada inoculación con el sistema Gene Gun fue aproximadamente la mitad que para pq-OAT. 
El símbolo “-” indica ensayos que no se han llevado acabo. 
Las plantas infectadas se emplearon como in6culo~ para una nueva 
inoculación en lo que hemos denominado inoculación de “primer pase”. A su vez, 
las plantas infectadas en este “primer pase” se emplearon &mo in6culo en un 
“segundo pase”. Los datos obtenidos de estos experimentos apyecen en la tabla 13 
Tabla 13. Inoculación de las construcciones quiméricas en planta sana a par$r de plantas infectadas 
con preparaciones de ADN. 
CONSTRUCCIONES PLANTAS INOCULADASc’ 
INOCULADAS N. benthamianac N. clevelandiic N! tabacm xanth 
le’ rase 
PIC 8/8 4/9 0/4 
pQ-OAT 9/12 O/ll w4 
pQ-ONAT l/ll O/ll 0/4 
P Paseb 
PIC 7/7 / - 
pQ-OAT 17/23 
PQ-ONAT 2/8 
i 
*Como in6culo se emplearon plantas infectadas a partir de preparaciones de ADN. 
b Como inóculo se emplearon las plantas infectadas en el pase 1. 
c Resultados de tres experimentos diferentes. 
El símbolo “-” indica ensayos que no se han llevado acabo. 
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Tabla 14. Transmisiones por pulgones planta a planta a partir de phitas de N. benthamiana 
infectadas con las construcciones quimhicas pQ-OAT y pQ-ONAT. 
VIRUS NÚMERO DE ENSAYO 
ITV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL % 
5.15 7/W 9/1b 0/14 ll/1 6/15 5115 7/15 3110 2115 5OfI29 38,75 
4 
PIC 0/15 l/lb 3/15 0/15 0/15 0/15 0/15 1/14 Ojl5 5p35 3,7 
pQ-OAT 0/15 O/lb 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/14 0/15 op35 - 
pQ-ONAT - O/lb 0/15 - 0/15 - - 0/13 0115 0/74 - 
a Ntimero de plantas infectadas sobre el total de plantas empleadas en el ensayo. 
La baja infectividad de la construcción pQ-ONAT condicionó el mímero de 
ensayos de transmisión por pulgón. Ninguna de las dos construcciones quimericas 
resultó transmisible por pulgones. La transmisión a partir de plhtas infectadas con 
el clon pIC fue baja (3,7%) en comparación con la obtenida para; el aislado PPV 5.15 
(38,75%). 
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El aislado PPV 3.3 procedente de albaricoquero se ha caracterizado como no 
transmisible por pulgones en experimentos de transmisi6n planta a planta. La 
ausencia de transmisión podrfa ser debida a las sucesivas inoculaciones mecánicas 
que este aislado sufrió desde su, recolección, incluyendo su cambio de huésped 
leñoso a planta herbácea, y en las cuales pudieron surgir mutaciones deletéreas 
para la transmisión que quedasen incorporadas en el genoma viral (Sako, 1980; 
Lecoq et al., 1991; Legavre et al., 1996). Esta hipótesis parece coincidir con el hecho 
de que PPV 3.3 presente una CP alterada con una deleción ide quince residuos 
aminoacídicos en su extremo carboxilo terminal. Esta deleción afecta, ademas, a un 
motivo DAGX cuya implicación en el proceso de transmisión por pulgones parece 
evidente. El virus PPV R3-NAT resulta, al igual que PPV 3.3, no transmisible por 
pulgones en experimentos de transmisión planta a planta. PPV R3-NAT es un 
aislado creado en laboratorio a partir del virus transmisible WV R3 y se diferencia 
de este únicamente en la deleción que R3-NAT presenta en su Cl’ y que reproduce 
la encontrada en PPV 3.3. Resultaría inmediato, por tanto, atribuir a dicha alteración 
la perdida de transmisibilidad de PPV R3-NAT. 
Los viriones purificados de PPV 3.3 y PPV R3-NAT se transmitieron, sin 
embargo, en experimentos a través de membranas cuando los !pulgones adquirían 
las partículas virales junto con HC del aislado transmisible PVY:OAT. Este resultado 
indicaba que la Cl’ de ambos aislados puede ser funcional en transmisión a pesar de 
la deleción. Esto sugería que la causa de la falta de transmisi6n de PPV 3.3 podría 
estar en su HC, cuya secuencia se desconocía. En el caso de WV R3-NAT el HC no 
parecería ser el responsable de la falta de transmisión por pulgones, ya que su 
secuencia es idéntica a la de WV R3, que sí es capaz de transmitirse. 
El comportamiento de PPV 3.3 y PPV R3-NAT en transmisibn podría ser 
explicado atendiendo a diferentes fenbmenos. En el caso de PPV 3.3 no se conocía la 
secuencia codificadora del HC, lo cual hizo pensar en un principio en la existencia 
de alguna mutación en esta proteína que determinara su pérdida de funcionalidad 
en transmisión. Por otra parte, el hecho de que tanto PPV 3.3 ‘como WV R3-NAT 
sean transmitidos cuando los pulgones adquieren viriones purificados junto con un 
HC funcional en transmisión y no así en ensayos de transmisión planta a planta 
podría deberse a una concentración mayor de principios activos en la solución de 
alimentación que en las plantas infectadas (Flasinski y Cassidy, 1998). La 
probabilidad de que viriones y HC se encuentren e interaccionen entre sí es mucho 
mayor en sistemas in vitre, lo cual deriva en una transmisión mas eficiente. Ademas, 
en transmisiones planta a planta puede que exista algún componente del huesped 
capaz de interaccionar con las proteínas virales implicadas en el proceso de 
transmisión, dificultando dicho proceso (López-Moya et al., 1999). 
/ 
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Otra explicación al comportamiento de PPV 3.3 y PPV R3-NAT, diferente en 
transmisiones planta a planta y por sistemas artificiales de membranas, se centra en 
el HC de origen heterólogo que interviene en los ensayos con: membranas. Puede 
que el HC de PVY sea capaz de unirse a la CP alterada de PPV con una mayor 
eficacia que el HC propio de PPV, bien reconociendo el motivo DAG alterado o bien 
uniéndose a un motivo de la CP diferente al identificado por el HC de PPV. 
Las transmisiones heterólogas de potyvirus por pulgones, en las cuales el HC 
producido por diferentes potyvirus es capaz de promover la transmisión de otros 
miembros del grupo, han sido descritas en ocasiones anteriores, (Govier y Kassanis, 
1974; Pirone, 1981; Sako y Ogata, 1981; Lecoq y Pitrat, 1985; López-Moya et al., 1995, 
Blanc et al., 1997). Incluso una de las bases del conocimiento del HC fue la 
transmisibilidad del potexvirus del mosaico aucuba de la patata (PAMV) por 
pulgones que previamente se habían alimentado de extractos de plantas infectadas 
con PVY (Kassanis y Govier, 1971). En este tipo de transmisiones existe cierto grado 
de especificidad en la interacción virus-HC (citas), resultando transmisibles 
solamente determinadas combinaciones. Un ejemplo de esta especificidad aparece 
en ensayos de transmisión con el virus del mosaico amarillo del calabacín (ZYMV), 
y los virus 1 y 2 del mosaico de la sandia (WMV 1 y WMV 2) (Lecoq y Pitrat, 1985) 
en los que los HC de los virus WMV 1 y WMV 2 promovían la transmisi6n de 
ambos aislados, mientras que únicamente el HC de WMV 2 era capaz de transmitir 
ZYMV, cuyo HC, a su vez, resultaba funcional en la transmisión de WMV 2. De 
modo sorprendente, en ensayos de transmisión en los que se combinaron los virus 
ZYMV y WMV 2 se vio favorecida la transmisi6n de ZYMV al emplear en el proceso 
un HC de WMV 2 , viéndose favorecida la transmisión heterologa sobre la 
homóloga. Algo similar ocurriría en el caso de PPV 3.3, donde la transmisi6n 
heterbloga con HC de PVY parece preferible a la transmisión homólga con HC de 
PPV. 
En el caso de la transmisión heteróloga de PPV con HC de PVY ha resultado 
evidente que la interacción virus-HC cumple las condiciones de especificidad 
requeridas para que la transmisión tenga lugar. El hecho de que el aislado PPV 3.3 
no transmisible en experimentos de transmisi6n planta a planta en los que 
interviene su propio HC, si lo sea en ensayos con HC heterblogo de PVY podría 
deberse a que la modificación de la CP de PPV 3.3 no sea un obstáculo para su 
unión al HC de PVY pero sí para la unión de su propio HC, favoreciéndose de este 
modo la transmisión heteróloga. Resultaría de interés la obtención de un HC 
purificado de PPV funcional en transmisibn que permitiera llevar a cabo ensayos de 
transmisión por membranas artificiales tanto de PPV 3.3 como 5.15 ya que, como 
dijimos anteriormente, las condiciones de transmisi6n en experimentos de planta a 
planta y a través de membrana no resultan comparables. 
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La unión del HC de WY a la Cl? de PPV podría tener lugar a traves de algún 
otro motivo de la CP de PPV diferente al DAG que no se vea alterado por la 
deleción presente en los aislados no transmisibles. Resulta llamativo el hecho de que 
el HC de PVY sea capaz no solo de transmitir PPV 3.3 y R3-NAT sino que además lo 
haga con una eficacia mayor a la que muestra en experimentos de transmisión por 
membrana para WV 5.15 (tabla 4). Podría ocurrir que la deleción de quince 
aminoácidos en el extremo amino terminal de la Cl’ de PPV influya sobre la 
conformación espacial de dicha proteína, favoreciendo el acceso al punto de unión 
al HC de WY. 
Son diversos los trabajos que apoyan una hipótesis de interaccibn entre el HC 
y la CP de potyvirus en la cual se vería involucrada la secuencia DAGX localizada 
en el extremo amino terminal de la CP (Atreya et al., 1990; Atreya et al., 1991; Gal-On 
et al., 1992; Harrison y Robinson, 1988; Blanc et al., 1997; LópeziMoya et al., 1999) y 
un motivo J?TK en la secuencia del HC (Peng et al., 1998). Baulcome et al., 1993, 
demostraron que el virus X de la patata (PVX), un potexvirus ;no transmisible por 
pulgones, resultaba transmitido cuando se le sustituían los aminoácidos de la región 
amino terminal de la Cl’ por los correspondientes del potexvirus del mosaico 
aucuba de la patata (PAMV) que contenfan el motivo DAG. Esto haría pensar que la 
aparición en una posicibn accesible de la Cl’ de una secuencia, corta que contenga 
un motivo adecuado para la interacción con el HC podría’ser suficiente para 
permitir la transmisión por pulgones. Sin embargo hay trabajos que ponen de 
manifiesto que no solo es importante el motivo DAGX sino también el contexto en 
que se encuentra, de modo que la mutacibn de aminoácidos del entorno de la 
secuencia DAG tiene como consecuencia en numerosas ocaciones la pérdida de 
transmisibilidad vira1 (Atreya et al, 1991 y 1995; López-Moya et al., 1999). El hecho 
de que el motivo DAL de la CP de WV 3.3 no impida la transmisión del virus 
mediada por un HC de WY y que sin embargo al crear este mismo triplete en el 
genoma de TVMV este pierda la capacidad de transmitirse planta a planta ademas 
de ver reducida drásticamente su transmisión en sistemas de ‘membranas (López- 
Moya et al., 1999), podría ser un reflejo de la importancia del contexto en que se 
encuentra el triplete para la transmisión. Esta secuencia DAL impide la unión de la 
CP y el HC homólogo en ensayos de interacción en membrana de nitrocelulosa 
(Blanc et al., 1997). 
La unión del HC de PVY a la Cl’ de WV 3.3 y R3-NAT podría haberse visto 
favorecida por el nuevo entorno que rodea a este motivo, diferente del de PPV 5.15. 
Esta hipótesis no podrá verse analizada hasta que se obtenga un modelo de la 
estructura tridimensional de la CP de potyvirus que nos permjta analizar el efecto 
de las distintas mutaciones sobre la conformación de la proteína y, por consiguiente, 
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de la accesibilidad de los motivos de la CP implicados en la transmisión y su efecto 
sobre la interaccibn virus-HC. l 
La hipbtesis de una interacción del HC de WY con un motivo de la CP de 
PPV 3.3 y R3-NAT diferente al DAG se basa en la aparición de !un segundo motivo 
DAG, o similar, en la secuencia de la Cl’ de diversos potyvirus (López-Moya et aI., 
1999). Este segundo motivo se separa del primer DAG por un ~número variable de 
aminoficidos y aparece precedido de ciertos residuos conservados (figura 33). 
Trabajos con TVMV analizan el efecto de mutaciones en los m~otivos DAG y NTG 
que este virus presenta en su Cl’ (López-Moya et al., 1999). Cuando el segundo 
triplete, NTG, se transforma por mutaciones en un motivo DA? la transmisión del 
virus planta a planta se ve reducida. Este segundo DAG no es capaz, además, de 
promover la transmisión de TVMV con secuencias DAL o DAS en su primer triplete 
(López-Moya et al., 1999). 
Figura 33. Comparación de aminoácidos de la región amino terminal de la CP de diferentes 
potyvirus (López-Moya et al., 1999). Se han alineado las secuencias de Pl’V 3.3, FSbMV (Johansen et 
al., 1991), PeMoV (Teychenet y Diekgen, 1994), TVMY (Domier et al., 1986) y TEV (Allison et al., 
1986) atendiendo al inicio del core de la Cl’ resistente a la digestión con tripsina (Shukla y Ward, 
1989). Los residuos señalados en negrilla están altamente conservados entre, potyvirus. Los motivos 
supuestamente involucrados en transmisión por pulgones aparecen en un recuadro. La posición de 
los motivos adicionales DAG, o similares, se subrayan. 
Los estudios sobre la funcionalidad del segundo motivo DAG en TVMV no 
son suficientes para llegar a ninguna conclusión al respecto. En !mutantes de TVMV 
con un primer motivo DAG alterado no ocurría la transmisión por pulgones, por lo 
que parece que el segundo motivo, que en este caso es NTG; no es funcional en 
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transmisión y las mutaciones en el primer DAG no son suficientes para que el NTG 
adquiera dicha funcionahdad. 
En PPV 3.3 y R3-NAT la deleción de quince aminoácidos podría alterar la CP, 
determinando un cambio conformacional que facilitaría el acceso al segundo DAG. 
Por otra parte, también podría ocurrir que el segundo DAG de todos los PPV sea 
reconocido por el HC de WY y que la deleción, en contra de impedir dicho 
reconocimiento, lo favorezca. 
Hay que señalar en este punto el hecho de que en nuestro laboratorio se están 
realizando en la actualidad ensayos de unión in vitre entre HC y CP virales. Los 
resultados de que disponemos son todavía preliminares, pero parecen indicar una 
interacción positiva del HC de PPV 3.3 y de PPV 5.15 con las Cl% de ambos aislados. 
De confirmarse, estos resultados podrían hacernos descartar la ‘falta de unión entre 
el HC y la Cl’ de PPV 3.3 como causa de la no transmisión de este aislado por 
pulgones. No podemos olvidar, sin embargo, que la existencia de tal interacción en 
condiciones artificiales no asegura la ocurrencia del mismo fenómeno en 
condiciones naturales. Como mencionamos anteriormente, resultaría esencial 
conocer el comportamiento del HC purificado de PPV 3.3 y !5.15 en ensayos de 
transmisión de virus con sistemas de membranas. 
Las secuencias del HC de PPV 3.3 no se conocía hasta el momento. El analisis 
de secuencias de un total de nueve clones que contenían el producto de 
amplificación por PCR de esta región ha puesto de manifiesto una alta tasa de 
cambios nucleotidicos en los diferentes clones con respecto a una secuencia 
consenso. El elevado numero de mutaciones encontrado en estos clones (24 
mutaciones en 9 clones) no es, sin embargo, un fenómeno exclusivo de este aislado, 
ya que en cinco clones que contentan el HC de PPV 5.15 aparecieron 21 cambios 
nucleotidicos. La aparición de estas mutaciones puede ser explicada atendiendo a 
dos causas diferentes, como son mutaciones producidas durante el proceso de 
clonaje de las regiones codificadoras del HC o bien a una población vira1 
heterogénea. 
La obtención de fragmentos amplificados de una regibn del ARN vital 
implica un primer paso en el que se sintetiza una cadena de ADN complementaria 
al ARN vira1 por medio de una enzima tanscriptasa reversa, seguido de un proceso 
de amplificación del ADN por una enzima polimerasa. Las enzimas empleadas en 
ambos procesos han sido, respectivamente, la transcriptasa reversa del virus de la 
mieloblastosis de aves (AMV RT) y la enzima polimerasa obtemda de las bacterias 
termo-resistentes Tkrmus aquaticus. Ninguna de estas enzimas dispone de 
capacidad correctora 3’-5’ que les permita eliminar los nucleótidos incorporados 
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erróneamente, aumentando así la tasa de errores que, además, se ve influenciada 
por multitud de parámetros ambientales como pueden ser La concentración de 
nucleósidos trifosfato, el contexto de la secuencia del nucleótido copiado o el 
ambiente iónico. Así, la tasa de error descrita para la enzima Tai oscila entre 2 x NF 
y 2,l x lo4 sustituciones por nucleótido y ronda de replicación (Tindall y Kunkel, 
1988; Keohavang y ThiUy, 1989; Cariello et aI., 1991; Ling et al., 1991; Lundberg et al., 
1991; Barnes, 1992). En el caso de AMV RT los trabajos existentes parecen atribuirle 
una tasa de error próxima a 1,6 x 10-s (Wilhams y Loeb, 1992) o bien simplemente 
por debajo de 2 x 104 (Sooknanan et al., 1994). Si consideramos tínicamente la tasa 
de mutaciones de la enzima Tuq polimerasa, tendríamos que en los clones que 
contienen los fragmentos amplificados del HC de los aislados PPV 3.3 y 5.15 (de 
tamaño próximo a 1.400 nucleótidos y obtenidos tras 30 ciclos de amplificación), 
podrían aparecer entre 08 y 8,8 mutaciones en cada clon. 
El analisis del tipo de cambios nucleotídicos encontradós en estos clones ha 
puesto de manifesto una alta frecuencia de transiciones del nucleótido Adenina a 
Guanina (A G), que en el HC de PPV 3.3 supone un 45,83 % de los cambios y un 
47,61 % en PPV 5.15, seguida por la transición de Tintina a Citosina (T C) que 
supone el 29,16 % de las sustituciones en HC de PPV 3.3 y el 33,33% en PPV 5.15. 
Otros cambios encontrados en menor porcentaje son Guanina por Adenina (G A), 
Citosina por Adenina (C A), Timina por Adenina (T A) y Citosma por Timina (C T). 
Los trabajos sobre la enzima Tu9 no ~610 han estudiado la tasa de error de esta 
polimerasa sino también el tipo de sustituciones que genera y que son transiciones 
del tipo AT-GC y TA-CG (TindaB y Kunkel, 1988; Saiki et al.,, 1988; Keohavong y 
Thilly, 1989; Eckert y Kunkell990). 
En resumen, tanto el numero de mutaciones que aparece en los distintos 
clones como el tipo de cambios nucleotidicos resultantes parecerían indicar que 
dichas sustituciones son debidas a errores del proceso de amplificación y clonaje de 
las regiones codificadoras del HC. Pensamos, sin embargo, que si bien un 
determinado numero de dichas mutaciones ha podido ser generado por las enzimas 
AMV RT y Tu9 polimerasa, debe existir un porcentaje de cambios atribuible a una 
heterogeneidad poblacional. 
En primer lugar, se han encontrado idénticas mutaciones nucleótidicas en 
diferentes clones, tanto de PPV 3.3 como 5.15. En los 14 clones secuenciados que 
contienen el HC de PPV aparecen un total de 28 posiciones mutadas, 6 de las cuales 
coincidieron en clones diferentes (C14sA, AlmG, Tl736C, T17k, AIwG, Az43zG) 
(figura 14). Estos cambios no pueden ser atribuidos a errores en el proceso de 
amplificación y constituyen un apoyo a la hipótesis de que al menos algunas de las 
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mutaciones que aparecen en los clones secuenciados son un reflejo de la 
variabilidad poblacional. 
En segundo lugar, los clones pHFHC3.3 y pHFHC5.15 contienen, 
respectivamente, 1 y 8 cambios nucleotidicos que se traducen en 1 y 3 cambios de 
aminoácidos. Las reacciones de transcripción reversa y amplificación por PCR 
tuvieron lugar en idénticas condiciones para el HC de ambos aislados. La enzima 
polimerasa empleada, denominada High Fidelity, se compone por una mezcla de 
polimerasas Tuq y Ruo (Pyrococcus woesei), la última de las cuales posee capacidad 
correctora de errores exonucleasa 3’-5’. En estas condiciones la tasa de error 
atribuida al proceso de amplificación se verfa reducida a 8,5~ x lo-6 (Boehringer- 
Mannheim), esperando del orden de 0,35 mutaciones para los fragmentos 
amplificados. Aun teniendo en cuenta los posibles errores añadidos en la 
transcripción reversa, el alto numero de mutaciones que aparecen en el clon pHF 
HC 5.15 no podría ser atribuido a fallos de las enzimas. 
Por otra parte, los datos obtenidos de los “re-clonajes’! llevados a cabo a 
partir de las secuencias de HC contenidas en los plásmidos plHC3.3, plHC5.15 y 
p3HC5.15 parecen confirmar la existencia de mutaciones originadas durante la 
transcripción reversa y/o amplificación por PCR, pero en ningún caso en un 
numero tan elevado como el obsevado en los clones originales. El numero de 
mutaciones de estos clones varió entre cero y uno, incluso’ en el caso de los 
obtenidos a partir de p3HC5.15, que incluían un paso de transcripción reversa. 
Las secuencias de la CP de los clones de PPV 3.3 y PPV 5.15 se diferencian 
entre sí en los nucleótidos que aparecen en posiciones 8727,892l y 8945 (figura 19). 
Estas diferencias no se debertan a mutaciones ocurridas durante el proceso de 
clonaje sino que serían un reflejo de diferencias en el genoma de ambos aislados de 
PPV, y por consiguiente no se han considerado como mutaciones poblacionales ni 
de PCR. Sería recomendable, no obstante, el analisis de un número mayor de clones 
que permitiese comprobar que tales diferencias se mantienen en un porcentaje 
mayoritario de la población viral, ya que en el caso del HC tres de los clones del 
aislado 5.15 también comparten cuatro cambios nucleotidicos que podrían haberse 
atribuido a una caracteristica propia del aislado de no ser porque han aparecido en 
el clon plHC3.3 y por su ausencia en los clones plHC5.15 y p2HC5.15. Teniendo 
todo esto en cuenta, en los clones que contienen la secuencia de la CP de los dos 
aislados de PPV el numero de mutaciones nucleotidicas sería menor al encontrado 
en el caso de los clones del HC. Se ha descrito en varios trabajos cbmo en ocasiones 
ciertas regiones de los genomas de diferentes organismos presentan una mayor 
propensión a sufrir mutaciones durante los procesos de replicación. La región del 
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HC de WV podría soportar una mayor variabilidad en su secuencia siempre y 
cuando dichos cambios no afectasen a la funcionalidad de la proteína. 
Es frecuente en virus de ARN, tanto de animales como; de plantas, que un 
genoma viral, entendido como un colectivo replicante, no tenga una estructura fija 
sino que en realidad este compuesto por moléculas genómicas que difieren entre sí 
en uno o más nucleótidos. A nivel poblacional, un genoma vira1 puede definirse 
mediante una secuencia consenso, pero en realidad esta compuesto por un espectro 
de mutantes. A estas distribuciones de mutantes se les denomina cuasiespecies 
virales (Eigen, 1993; Domingo, 1994; Duarte et al., 1994; Smith et al., 1997). La 
secuencia consenso se definirfa como aquella que en cada posicibn tiene el 
nucleótido (o aminoácido) mas abundante en la población (Domingo, 1994; Duarte 
et al., 1994). La secuencia mas abundante encontrada en una población, que en 
ocasiones coincide con la secuencia consenso, se denomina secuencia maestra. 
Los aislados de PPV, en vista de los datos resultantes de los clonajes de la 
región codificadora del HC, podrían ajustarse a un modelo de cuasiespecie. Las 
mutaciones se generarían por la ausencia o baja actividad de las funciones de 
corrección y reparación de ácidos nucleicos de las replicasas virales. Esas 
mutaciones podrán mantenerse en la población siempre y cuando no tengan un 
efecto negativo para la eficacia biológica del genoma mutante. De este modo se 
acumularan genomas portadores de diversas y diferentes mutaciones, dentro 
siempre de un margen impuesto por la necesidad de mantener sin alterar la 
información genética. Esto es lo que ocurre, por ejemplo, con el VIH-1 que 
impresionó por la extrema diversidad genética en cada individuo infectado, 
probablemente propiciada por largos perfodos de rephcación vira1 desde el 
momento de la infección hasta que se dan síntomas y se procede al aislamiento de 
virus (Domingo, 1994). Las mutaciones acumuladas en la poblaci6n vira1 pueden 
verse sometidas a selección mediante los llamados “cuellos de ,boteha”, como sería 
el hecho de que ocurra una transmisión viral de unos individuos a otros. Así, en el 
caso de PPV la transmisión planta a planta mediada por pulgones seleccionaría un 
cierto numero de secuencias que pasarían a ser las fundadoras de una poblacibn en 
la nueva planta. 
Teniendo en cuenta estos conceptos podríamos pensar que la deleción de 
quince aminoácidos del extremo amino terminal de la Cl’ de PPV 3.3 pudo 
originarse por una mutación durante la replicación del virus en la planta. Esta 
mutación solamente permanecerfa en caso suponer alguna ventaja para el virus, o al 
menos siempre y cuando fuera neutral. En las muestras de campo de albaricoqueros 
infectados con PPV 3.3 pudo comprobarse que la Cl’ no presentaba ningún tipo de 
deleción, lo cual es lógico teniendo en cuenta que dicha mutación implica la perdida 
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de transmisibn del virus por pulgones, que es el principal sistema por el que el virus 
se perpetúa a lo largo del tiempo en la naturaleza. Solamente cuando el virus fue 
inoculado mecánicamente en plantas de N. benthamiana y mantenido en las mismas 
por sucesivos pases también mecánicos pudo hacerse ventajoso para el virus el ser 
portador de un genoma con una deleción que únicamente~ parece impedir su 
transmisión por pulgones. De modo sorprendente, la delecibn encontrada en la Cl’ 
de PPV 3.3 es idéntica a la encontrada en otro aislado de PPV de origen alemán 
(Maiss et al., 1989), lo cual indica que esta deleción debe conferir al virus algún tipo 
de ventaja. 
En resumen, con los datos de secuencias de que disponemos podemos decir 
que las regiones codificadoras del HC de PPV 3.3 y PPV 5.15 presentan mutaciones 
debidas, en parte, a errores de las polimerasas durante el proceso de clonaje pero 
que en un porcentaje determinado reflejan una variabilidad poblacional de 
secuencias. De cualquier modo, teniendo en cuenta los datos obtenidos a partir de la 
secuenciación directa de productos de amplificaci6n por PCR, no parece que exista 
ninguna diferencia significativa entre el HC de los dos aislados de PPV. Por otra 
parte, las mutaciones encontradas en la secuencia codificadora, del HC de PPV 3.3 
no afectan en ningtín caso a los motivos o residuos independientes que hasta ahora 
se conoce están implicados en el proceso de transmisión del virus por pulgones 
(figura 18 de resultados). Por lo tanto, la no transmisibilidad del aislado PPV 3.3 no 
parece ser debida a alteraciones en el HC. 
La sustitución de la región correspondiente al HC en los clones pR3, pNAT y 
pIC por la hombloga de plHC3.3 y plHC5.15 nos ha permitido analizar el efecto 
que sobre la actividad biológica del virus pueden tener ciertas :mutaciones del HC. 
Las primeras construcciones realizadas (pR3/3.3, pR3/5.15, pNAT/3.3 pNAT/5.15) 
presentaban el genoma de PPV bajo un promotor transcripcional T7, por lo cual los 
ensayos de infectividad de dichas construcciones conllevaban ;el inconveniente de 
tener que ser realizados a partir de transcritos de ARN de los genomas virales. El 
problema añadido del díficil manejo de los clones pR3 y pNAT condicionó la 
aparición de una construcción pR3/5.15 no infectiva por alteraciones ajenas a la 
secuencia del HC 5.15, hecho comprobado por medio de las denominadas 
construcciones de “marcha atrás”. Obviando este artefacto, la secuencia del HC de 
PPV 5.15 resultó ser funcional en todas las construcciones~ en que se insertó, 
mientras que el HC de PPV 3.3 determinó la no infectividad de los clones pR3/3.3, 
pNAT/3.3, pIC- R3/3.3 y pIC- NAT/3.3. Resulta evidente, por, tanto, que alguna o 
mas de una de las mutaciones que aparecen en la secuencia del HC del clon 
plHC3.3 QzH, IsaoV, G6s@ interfiere con alguna o más de una de las funciones 
que hasta ahora se han atribuido al HC. En este sentido, mutaciones generadas en la 
región central del HC de TVMV (Klein et al., 1994) y de TEV (Kasschau et al., 1997) 
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afectan tanto a la acumulación como al movimiento a larga distancia del virus en la 
planta. Podria ocurrir que alguna de las mutaciones que aparecen en plHC3.3 
tuvieran el mismo efecto. 
Otra de las funciones desempeñada por el HC de los potyvirus es su 
autoprocesamiento por el extremo carboxilo para separarse así de la poliproteína 
vira1 (Carrington et al., 1989). Se ha comprobado que la Cys en posición 649 del HC 
de TEV resulta esencial para que el procesamiento tenga lugar; perteneciendo este 
residuo a una secuencia Gly-Tyr-Cys-Tyr (GYCY) altamente conservada en 
potyvirus (Seok y Carrington, 1989). En el clon plHC3.3 esta secuencia esta alterada, 
apareciendo un residuo de Ser en la posición correspondiente a la Gly (figura15 de 
resultados), determinando un motivo Ser-Tyr-Cys-Tyr (SYV). En realidad la 
sustitución del aminoácido Gly por Ser es un cambio conservado ya que ambos 
residuos son hidrofóbicos y sin carga, si bien el tamaño de la Gly es menor al de la 
Ser. Se harIa necesario un estudio del efecto que esta mutación aislada puede tener 
sobre la actividad biológica de WV. Según esto, si bien parece probable que la falta 
de infectividad de las construcciones que contienen la secuencia del HC de PPV 3.3 
se deba a la alteración de la actividad autoproteolítica de dicho HC, no podemos 
descartar la posibilidad de que alguna de las restantes mutaciones de lHC3.3 
(LMzH, IsssV) sea la responsable del comportamiento de estas construcciones. 
Secuencias con mutaciones del tipo de plHC3.3 pueden aparecer en una 
población viral como resultado de un mecanismo que busca la variación de los virus 
y que se vale de las mutaciones puntuales generadas durante la replicación 
genómica (Domingo, 1994). La capacidad de variación tiene un’límite impuesto por 
la información genética que se debe mantener, de modo que cuanto mayor es la 
complejidad de la información, mayor es también la fidelidad necesaria para la 
copia del mensaje. Una estructura en cuasiespecies, con una secuencia maestra y el 
espectro de mutantes, se perdería cuando la fidelidad de copia descendiese por 
debajo de un valor umbral crítico (Domingo, 1994). En el caso: de PPV 3.3 pueden 
haberse originado mutaciones puntuales que resulten deletéreas para su portador, 
pero que sean capaces de integrarse en la población viral siempre y cuando la 
mayor parte de los genomas virales contengan su información sin alterar. Por otra 
parte, no podemos olvidar el hecho de la aparición de mutaciones puntuales en los 
clones que contienen la secuencia codificadora del HC de PPV debidas a errores 
durante el proceso de clonaje, que explicarían la detección de mutaciones 
perjudiciales para el virus simplemente como artefactos. 
Los ensayos de transmisión por pulgones planta a planta realizados a partir 
de N. benthamiana inoculadas con las construcciones pNAT/5.15, pIC-R3/5.15 y 
pIC-NAT/5.15 pusieron de manifiesto la no transmisibilidad del “aislado” 
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pNAT/5.15. Este comportamiento coincide con el mostrado por pNAT, 
compartiendo ambas construcciones la caracteristica de contener una deleción en la 
secuencia codificadora para la Cl’. En el caso de los ensayos de transmisi6n con las 
construcciones pIC-R3/5.15 y pIC-NAT/5.15 resultó sorprendente el aumento del 
porcentaje de transmisión con respecto al clon pIC, siendo respectivamente de mas 
del 42% frente al 3,44% de pIC (tabla ll). Hay que recordar oque en este caso la 
construcci6n denominada pIC-NAT/5.15 no contiene ninguna deleción que afecte a 
la CP y que su nombre sólo hace referencia a la construcción a partir de la que se 
obtuvo su HC (pNAT/5.15). Por lo tanto, pIC-R3/5.15 Y pIC-NAT/5.15 realmente 
son iguales, y se diferencian del clon pIC Únicamente por contener la región 
codificadora del HC del aislado PPV 5.15 en vez de la del aislado PPV Rankovik 
original del clon pIC. La comparación de la secuencia aminoacfdica entre el HC del 
aislado PPV Rankovik y 5.15 revela la existencia de dos únicas diferencias en las 
posiciones 551 y 702 (figura 25). En la posición 551 el HC del aislado Rankovik 
presenta un aminoácido Lys (K) mientras que en el HC de WV 5.15 aparece una 
Arg (R), siendo ambos residuos hidrofflicos y de carga positiva. La posición 702 se 
ocupa por un residuo de Ile (I) en el HC de PPV Rankovik y porluna Val (V) en el de 
PPV 5.15, siendo nuevamente ambos aminoácidos de características similares, 
hidrofóbicos y sin carga. Si bien los cambios son conservados en las dos posiciones 
sugerimos que alguna de estas diferencias, o ambas, podrían determinar el 
comportamiento diferente del HC de los dos aislados de WV. 
La forma activa del factor HC en transmisión parece ser un hornodímero 
(Thornbury et al., 1985; Atreya et al., 1992) d e modo que sería posible que ciertas 
alteraciones en la secuencia del HC afectasen indirectamente las interacciones 
iónicas entre los dos monómeros de la proteína, resultando en la pérdida total o 
parcial de dimerización y por extensión en la reducción de la actividad del HC 
(Atreya et al., 1992). En el caso de PPV 5.15 ocurriría que Is aminoácidos en 
posición 551 y/o 702 sertan mas favorables para tal interacción que los presentes en 
idénticos lugares en el HC de PPV Rankovik (clon pIC). Puede ‘ser que en el HC de 
PPV Rankovik la estructura terciaria se vea afectada por los residuos indicados, de 
modo que se enmascaren los motivos requeridos para la interacción del HC ya sea 
con el estilete del vector o con los monómeros de CP de la particula viral, suceso 
este ultimo que también podría estar relacionado con la forma dimérica de la 
proteína. De este modo, la transmisi6n podría llevarse a cabo, pero con muchos mas 
impedimentos que en el caso de PPV 5.15. 
La obtención de construcciones quiméricas de genoma completo de PPV con 
la secuencia del HC de los aislados PVY OAT y PVY ONAT ha puesto de manifiesto 
la funcionalidad de un HC en un contexto ajeno al propio permitiendo la 
infectividad en planta del virus quimérico. Esto quiere decir que el HC de IWY es 
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capaz de procesarse y ademas puede desempeñar las funciones habituales en las 
que parece encontrarse implicado, como son la replicación, movimiento a larga 
distancia, desarrollo de sfntomas y, posiblemente, movimiento célula a célula. No 
parece capaz, sin embargo, de promover la transmisi6n por pulgones de los virus 
quiméricos. 
El clon pIC sobre el que se realizó la construcción de pQ-OAT y pQ-ONAT 
posee un porcentaje de transmisión muy bajo, menor al 4%. Esto podrfa condicionar 
la transmisibilidad de nuestras construcciones, si bien el hecho de que cuando en 
pIC se sustituye la región HC por la correspondiente del aislado PPV 5.15 aumente 
notablemente la transmisión nos llevó a pensar que en el caso de las quimeras, en el 
que se esta haciendo un intercambio similar, la transmisi6n también podria verse 
incrementada. El hecho de que el HC de PVY en un contexto ajeno al propio sea 
capaz de posibilitar la infectividad, pero no la transmisión del virus resulta 
llamativo. El HC de los aislados WY-OAT y PVY-ONAT que aparece en las 
construcciones quiméricas presenta ligeras diferencias con respecto al HC de estos 
aislados en la naturaleza. Así, la secuencia inicial de aminoácidos en el HC PVY de 
las quimeras es Ser-Asp-Pro-Glu-Asn (SDPEN), mientras que la secuencia original 
del HC de los aislados PVY-OAT y WY-ONAT es Ser-Asn-Ala-Glu-Asn (SNAEN). 
Los residuos D y N, que ocuparían la misma posición en en HC de las quimeras y en 
el de PVY respectivamente, se diferencian en la carga, negativa en D y neutra en N, 
siendo ambos hidrofflicos. En el caso de los residuos P y A ambos son hidrofóbicos 
y sin carga. El cambio de los residuos NA originales a DI’ en la quimera se realizó 
con el objetivo de asegurar el procesamiento en el extremo ammo de la proteína HC 
llevado a cabo por la proteasa Pl y que corta entre el residuo Tyr (Y) terminal de la 
PI y el de Ser (S) inicial del HC. Sin embargo, puede que esta sustitución posibilite 
la proteolisis en este punto pero que afecte a la funcibn del HC de WY en 
transmisión. 
En cuanto a la infectividad y la aparición de síntomas, la construccibn pQ- 
OAT mostró un comportamiento similar al del control pIC, detectandose síntomas 
en N. benthumiana inoculadas a los 6 6 7 dfas de la inoculación En un principio las 
plantas inoculadas con pQ-OAT presentaban ligero enrollamiento de las hojas 
similar al observado en N. benthamiana infectada con WY. El hecho de que el HC de 
los potyvirus este implicado en la determinacibn de síntomas en la planta infectada 
podría explicar cómo en las inoculaciones con esta construcción el HC de PVY 
influye en un primer momento en la manifestación de sintomas. Posteriormente ese 
primer enrollamiento se vio atenuado, observándose síntomas caracterfsticos de 
PPV, comparables a los generados por pIC. Esto indicaría que, si bien en un 
principio el HC de WY es capaz de condicionar la aparición de síntomas 
característicos de este aislado aún encontrándose dicha secuencia en un contexto 
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ajeno a WY, finalmente factores virales del genoma de PPV, distintos al HC, 
determinan síntomas propios de PPV. 
La construcción p-QONAT mostró una infectividad menor, si bien hemos 
observado que dicha infectividad ha ido en aumento al aumentar también el 
numero de pases de este “virus” de unas plantas a otras por inoculación mecánica. 
En principio, esto parece indicar que en este caso podría ocurrir que el HC de PVY- 
ONAT que contiene esta construcción, y que se diferencia del HC de WY-OAT 
únicamente en el aminoácido en posición 334, mostrando un motivo NITC en lugar 
del conservado KITC. Esta sustitución podrta influir no sólo en la capacidad de 
transmisión del virus por pulgones, sino también en una menor acumulación de 
virus en la planta que retrasara la aparición de smtomas. 
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1. La deleción que presenta el aislado PPV 3.3 en el extremo amino terminal de su 
CP se ha originado de modo natural y debe suponer alguna ventaja adaptativa 
para el virus. 
2. Los aislados PPV 3.3 y PPV R3-NAT son capaces de transmitirse cuando en 
ensayos in nitro en el proceso interviene un HC funcional de otro potyvirus 
(WY), por lo que la CP de estos virus permanece activa a pesar de la delecibn 
de quince aminoácidos que presenta en su extremo amino terminal. 
3. La unión del HC de PVY OAT así como de PVY N a la CP de PPV 3.3 podría 
ocurrir por el reconocimiento de la secuencia DAL de la CP o bien por la unión 
del HC heterólogo a otro motivo diferente (un segundo DAG) que podría verse 
favorecido espaciahnente con la deleción de la región amino terminal de la CP. 
4. Se ha demostrado en ensayos in vitre la interaccibn entre la CP y el HC de PPV 
3.3. Aunque estos resultados son preliminares parecerían indicar que, al menos 
en condiciones artificiales, la unión entre ambas protemas tiene lugar. 
5. El hecho de que la CP y el HC de PPV 3.3 sean capaces de interaccionar in vitro 
apunta a la posibilidad de una falta de interacción entre dicho HC y el estilete 
del pulgón que determinarta la no transmisibilidad de este aislado. 
6. La secuencia consenso del HC del aislado PPV 3.3 no presenta ninguna 
diferencia con respecto a la del HC del aislado transmisible PPV 5.15, si bien los 
clones obtenidos para ambos aislados reflejan una alta heterogeneidad 
poblacional de secuencia. 
7. A la vista de las secuencias obtenidas con los diferentes clones que contienen la 
región codificadora del HC de PPV 3.3 y PPV 5.15, ambos aislados tienen 
estructura de cuasiespecie en planta. 
8. Las mutaciones observadas en la secuencia codificadora del HC del clon 
plHC3.3, y pensamos que en especial la sustitución G&$ determinan la no 
funcionalidad de dicho HC en alguno o varios de los papeles que esta proteína 
desempeña en el proceso de infectividad, de modo que genomas de PPV que 
contienen esta secuencia no infectan planta. 
9. Las dos únicas diferencias existentes entre las proteínas HC de PPV Rankovik 
(clon pIC) y PPV 5.15 determinan la baja eficiencia del HC del aislado Rankovik 
en transmisión de virus por pulgones en experimentos planta a planta. 
90 
10. El HC de los aislados PVY OAT y PVY ONAT modificado en los aminoácidos en 
posición 2 y 3 e incluidos en un contexto de genoma de PPV permiten la 
infectividad de las construcciones quiméricas pero no la transmisión por 
pulgones de las mismas. Pensamos que los cambios aminoacídicos en el 
extremo amino de estos HC puede ser el responsable de este comportamiento. 
ll. El único aminoácido que la construcción pQ-ONAT presenta con respecto a 
pQ-OAT y que afecta al motivo conservado KITC podría tener efecto sobre la 
acumulación de este “virus” quimérico en planta, que muestran smtomas con 
retraso respecto a las plantas inoculadas con pQ-OAT o con pIC. 
12. El proceso de purificación parcial del HC de potyvirus puede ser empleado en 
la purificación del HC del aislado PPV, no conseguido hasta la fecha. 
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